
HAL Id: hal-02178810
https://hal.science/hal-02178810v1

Submitted on 10 Jul 2019

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Comparaison de deux méthodes de mesure de flux de
nutriments à l’interface eau-sédiment:méthode des

peepers et méthode des chambres benthiques
Christian Grenz, Thierry Moutin, Bernadette Picot, Henry Massé

To cite this version:
Christian Grenz, Thierry Moutin, Bernadette Picot, Henry Massé. Comparaison de deux méthodes de
mesure de flux de nutriments à l’interface eau-sédiment:méthode des peepers et méthode des chambres
benthiques. Comptes rendus de l’Académie des sciences. Série III, Sciences de la vie, 1991, 313,
pp.239-244. �hal-02178810�

https://hal.science/hal-02178810v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


Source gallica.bnf.fr / Bibliothèque nationale de France

Comptes rendus de
l'Académie des sciences.
Série 3, Sciences de la vie

https://www.bnf.fr
https://gallica.bnf.fr


Académie des sciences (France). Auteur du texte. Comptes
rendus de l'Académie des sciences. Série 3, Sciences de la vie.
1991-07.

1/ Les contenus accessibles sur le site Gallica sont pour la plupart
des reproductions numériques d'oeuvres tombées dans le
domaine public provenant des collections de la BnF. Leur
réutilisation s'inscrit dans le cadre de la loi n°78-753 du 17 juillet
1978 :
 - La réutilisation non commerciale de ces contenus est libre et
gratuite dans le respect de la législation en vigueur et notamment
du maintien de la mention de source.
 - La réutilisation commerciale de ces contenus est payante et fait
l'objet d'une licence. Est entendue par réutilisation commerciale la
revente de contenus sous forme de produits élaborés ou de
fourniture de service.

CLIQUER ICI POUR ACCÉDER AUX TARIFS ET À LA LICENCE

2/ Les contenus de Gallica sont la propriété de la BnF au sens de
l'article L.2112-1 du code général de la propriété des personnes
publiques.

3/ Quelques contenus sont soumis à un régime de réutilisation
particulier. Il s'agit :

 - des reproductions de documents protégés par un droit d'auteur
appartenant à un tiers. Ces documents ne peuvent être réutilisés,
sauf dans le cadre de la copie privée, sans l'autorisation préalable
du titulaire des droits.
  -  des reproductions de documents conservés dans les
bibliothèques ou autres institutions partenaires. Ceux-ci sont
signalés par la mention Source gallica.BnF.fr / Bibliothèque
municipale de ... (ou autre partenaire). L'utilisateur est invité à
s'informer auprès de ces bibliothèques de leurs conditions de
réutilisation.

4/ Gallica constitue une base de données, dont la BnF est le
producteur, protégée au sens des articles L341-1 et suivants du
code de la propriété intellectuelle.

5/ Les présentes conditions d'utilisation des contenus de Gallica
sont régies par la loi française. En cas de réutilisation prévue dans
un autre pays, il appartient à chaque utilisateur de vérifier la
conformité de son projet avec le droit de ce pays.

6/ L'utilisateur s'engage à respecter les présentes conditions
d'utilisation ainsi que la législation en vigueur, notamment en
matière de propriété intellectuelle. En cas de non respect de ces
dispositions, il est notamment passible d'une amende prévue par
la loi du 17 juillet 1978.

7/ Pour obtenir un document de Gallica en haute définition,
contacter
utilisation.commerciale@bnf.fr.

https://www.bnf.fr
https://gallica.bnf.fr
http://www.bnf.fr/fr/collections_et_services/reproductions_document/a.repro_reutilisation_documents.html
mailto:utilisation.commerciale@bnf.fr


C. R. Acad. Sci. Paris, t. 313, Série ffl, p. 239-244, 1991 239

Biologie marine/Marine Biology

Comparaison de deux méthodes de mesure de flux de
nutriments à l'interface eau-sédiment : méthode des peepers

et méthode des chambres benthiques

Christian GRENZ, Thierry MOUTIN, Bernadette PICOT et Henri MASSÉ

Résumé — Une comparaison de mesures de flux de nutriments à l'interface eau-sédiment selon
deux techniques différentes a été effectuée en juillet 1990, dans l'étang du Prévost (zone lagunaire
méditerranéenne peu profonde). Un facteur de 5 pour le flux de NH4 et de 30 environ pour le flux
de P04entre la méthode des peepers basée sur le calcul du flux à partir des gradients de concentration
dans l'eau interstitielle et la méthode des chambres benthiques posées sur le sédiment, a été estimé,
les flux dans les chambres benthiques étant toujours les plus forts.

Comparison between peepers- and benthic chamber methods for the measurement
of nutrient fluxes at the water-sediment interface

Âbstract — A comparison between two methodsofsédiment waterfluxes measurementwas underta-
ken in July 1990, in the Etang du Prévost (shallow Mediterranean lagoon). A ratio of 5 for NH^
fluxesand 30for POAfluxesbetween thepeepers and the benthicchambermethodswas estimated. This
discrepancyshows clearly the necessity to define a standardization coefficient permitting further on
the intercomparisonbetween datafrom the lilerature.

Abridged English Version — In shallow water, large amounts of organic matter sertie down

to the bottom and the nutrient exchange across the sediment-water interface strongly influen-

ces the nutrient chemistry of the water column, enhancing productivity in the overlying

water ([1] to [4]). The literature includes a great number of flux measurement methods
intended for spécifie purposes and locations. The purpose of our study was to compare
results from flux measurements by using two différent methods: a benthic chamber method
and a gradient method using interstitial water sampling (peeper). The field experiment was
performed in July 1990 in the Etang du Prévost, a Mediterranean lagoon in southern France.

MATERIAL AND METHODS. — The Etang du Prévost is a shallow lagoon (mean depth
0.8 m) ecosystem, mainly controlled by marine and terrestrial waste water inputs, which
suffers periodical eutrophication events [5]. The area is 2.9xl06m2 and the volume
2.4xl06m3.

Interstitial water sampling (peeper). — Firstly used by Hesslein [6] and others ([7] to [9])

this method avoids oxygen contamination during sampling. Five "peepers" (Fig. 1, a) were
pressed into the sédiment and recovered after 15 days. The water in the cavities was sampled
with a vacuum syringe (Vacutainer tubes) and stored at 4°C prior to ammonium and phos-
phate analysis using a Technicon-Analyser [10]. Fluxes were calculated using concentration
gradients in the upper 10 cm layer of the sédiments and a modified Fick's first law in which
the free-water diffusion coefficient is corrected for tortuosity and hère dépends on sédiment
characteristics ([11], [12]). The chosen diffusion coefficients were equal to 0.683 cm2 d- 1

for P04 and 1.47cm2 d- 1 for NH+ according to Reddy et al. [13].

Benthic chamber methods. — Seven polyacrylic hémisphères with a diameter of 39.5 cm,
covering 0.1225m2 (Fig. 1, b) and isolating water volume of about 171, were used in the

same field conditions as the peepers. Fluxes were estimated from the diurnal variations of
nutrient content [17].

Note présentée par Jean-Marie PÉRÈS.

0764-4469/91/03130239 S 2.00 © Académie des Sciences



240 C. R. Acad. Sci. Paris, t. 313, Série ffl, p. 239-244, 1991

RESULTS. — The fluxes showed large variations, emphasizing the need for replicate obser-
vations (Figs. 2, 3). Estimated fluxes were respectively 5.5±3.1 umolP04m~2h_1 and
98.2±32.7umolNH4Hnr2h-1 for the "peeper" mediod and 149.0±44.7umolPO4m-2h-1
and 489.5± 106.2 |imolNH4 m- 2 h- 1 for the benthic chamber method. Discrepancies
between the methods were expressed as benthic chamber versus "peeper" flux ratio; values

were up to 27 for P04 and 5 for NH4 fluxes.

DISCUSSION AND CONCLUSION. — Studies dealing with pèlagic-benthic coupling are very
abundant ([4], [18] to [23]) but there are few published j intercalibration studies of flux

measurements. Hopkinson[4] showed a ratio of 2.2 to 10.5 between NH4 fluxes measured
by the two methods. The mean discrepancy of 5.2 is similar to our values for NH4 (5).

Elderfield et al. [24] found a P04 ratio varying between f and 8, using a gradient method
based on interstitial water extracted from sédiment cores. This ratio is less than the one
we calculated (27). Thèse différences hâve to be related to spécifie spatial and temporal
scales of observations. The method using vertical gradient intégrâtes long-term variations
whereas time gradient method is a punctual measurement intégrating spatial heterogeneity. It
suggests that die method to be used has to be determined in function of the purpose of the
study. In terms of nutrient exchange at the sediment-water interface, the benthic chamber
method seems to be suitable. At this stage of our study, a calibration coefficient between
the results of both methods could not be established, so further experiments hâve to be
performed.

INTRODUCTION. — Parmi les problèmes fondamentaux; que pose le littoral, celui de
l'interaction entre la production de matière organique et la qualité de l'environnement,
est particulièrement important. En effet, l'accumulation de matière organique en milieu
littoral induit le problème de sa destinée à court et à moyen terme [1]. Il s'agit de savoir
si cette accumulation de matière organique peut être génératrice de pollution au sens
large : accumulation de composés xénobiontiques ou déclenchementde crises dystrophi-

ques liées à l'excès de nutriments pour le compartiment pélagique[2].

Du fait de la faible profondeur, en particulier dans les estuaires et lagunes, les processus
de recyclage dans le compartiment benthique vont avoir une influence importante sur la
dynamique des nutriments dans le compartiment pélagique et, par voie de conséquence,

sur la productivité des eaux susjacentes ([3], [4]). Les techniquesutilisées pour les mesures
de flux de nutriments à l'interface eau-sédiment sont nombreuses et variées. Ainsi, la
comparaison des résultats de ces mesures en devient délicate. Parmi ces méthodes, la
mesure des flux en chambres benthiques posées sur le fond et celle estimée à partir des
gradients de concentration dans l'eau interstitielledu sédiment (« peepers ») sont les plus
utilisées. Le but de cette étude est donc de confronter les résultats de mesures de flux de
nutriments à l'interface eau-sédiment obtenues parallèlement par ces deux méthodes sur
un même site, une lagune méditerranéenne, à une période de forte productivité.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Présentation du site. —
Situé à l'ouest de Palavas, l'étang

du Prévost est marqué par la dominance des apports marins (90 %) [5]. Les apports
d'eaux usées sont plus importants que dans d'autres étangs palavasiens quand on les

rapporte à la superficie de l'étang, et les crises dystrophiques plus marquées et plus
fréquentes, surtout dans la région proche du grau. La; surface de cet étang est de
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(a) Schéma représentant un « peeper ».
(a) Diagram describing a "peeper".

(b) Dispositif de mesure de flux à l'interface eau-sédiment
(volume 17 1; surface correspondante : 0,1225 m2).

(b) Diagram of the apparalus designedfor measurements of
fluxes at sediment-water interface

(volume 17 /; surface on the bottom =0A225 m2).

Fig. 1

2,9.106m2 pour une profondeur moyenne de 0,80m (maximum : 1,50) et un volume

moyen de 2,4.106m3.

Méthode des « peepers ». — Prélèvement de l'eau interstitielle. — Différentes méthodes
de prélèvement de l'eau interstitielle existent de nos jours. Pour la séparer des sédiments,
la centrifugation est très souvent employée, mais de mise en place relativement lourde de

par les précautions à prendre (principalement, travail sous atmosphère inerte). On lui
préfère de plus en plus une méthode de séparation in situ, notamment pratiquée à l'aide
de dispositifs munis de logettes renfermant de l'eau distillée ou « peepers » (fig. l,a).
Introduite par Hesslein[6], cette méthode a été utilisée entre autres par Carignan[7],
Van Eck et Smith [8], et Enell et Lôfgren[9]. Les précautions à prendre, quant à l'emploi
de « peepers », sont principalement d'utiliser une membrane en polysulfone inerte pour
éviter les risques de développement bactérien[7] et de désoxygéner l'eau des différentes
cellules par un bullage d'azote avant l'insertion dans les sédiments. 15 jours d'équilibrage
sont nécessaires avant de retirer les « peepers »; puis on récupère l'eau des différentes
logettes par seringage et on l'introduit dans des tubes Vacutainer afin de la conserver à
l'abri de l'oxygène. Les échantillons sont conservés à +4°C avant d'effectuer l'analyse
des sels nutritifs sur un autoanalyseur « Technicon » [10].

Série III - 20C. R., 1991, 2e Semestre (T. 313)
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Fig. 2

durée (heures)

Fig. 3

Fig. 2. - Valeur des flux obtenus pour cinq « peepers ».
Fig. 2. - Values offluxes measuredwith five peepers.

Fig. 3. - Évolution des concentrations de l'ammonium et du phosphate dans les sept chambres benthiques.

Fig. 3. - Evolution ofammonia and phosphate concentration in the seven benthic chambers.

Calcul des flux. - A partir des gradients de concentration obtenus à l'aide des

« peepers » et en considérant les sédiments comme des liquides fortement concentrés, on
peut appliquer la première loi de Fick sur la diffusion en solution aqueuse, légèrement
modifiée ([11], [12]). Au coefficient de diffusion en solution infiniment diluée va être
apporté un terme correctif caractéristique du sédiment.

Ds= D/92
Ds : coefficient de diffusion dans les sédiments;
D : coefficient de diffusion en solution infiniment diluée;
9 : tortuosité.
La tortuosité peut être exprimée en fonction de la porosité et d'un facteur de correction

dépendant à la fois de la résistivité électrique des sédiments et de celle de l'eau interstitielle.
Enell et Lôfgren [9] donnent un tableau des valeurs deDsP04 utilisées pour calculer
un flux diffusif dans les sédiments (0,095<DsP04<0,924cm2.j-1). Les valeurs utilisées

par la suite seront celles proposées par K. R. Reddy et coll. [13] dans leur étude sur
le lac Apopka qui, de par ses caractéristiques (hypereutrophe, faible profondeur),
ressemble fortement aux étangs palavasiens, à savoir: DsP04= 0,683cm2.j_1 et
DsN„4= 1,47cm2 .j" 1.

Pour tenir compte du fait que l'on exprime le gradient de concentration en fonction
de la concentration de l'eau interstitielle, on doit tenir compte de la porosité et l'expression
finale est la suivante : Js = - (p Ds(dCJdx).

Le gradient de concentration est obtenu en effectuant une régression linéaire sur les

sept mesures effectuées juste au-dessous de la surface du sédiment (environ 10 cm). La
diffusion dans les sédiments est supposée être le processus qui limite le relargage, les
phénomènesde turbulence pouvant donner ponctuellement un flux beaucoup plus impor-
tant. L'hypothèse de base est que l'équilibre entre la phase solide et l'eau interstitielle est
toujours réalisé.

Méthode des chambres benthiques. - L'appareillage mis au point pour la mesure des
flux dérive de ceux utilisés par de nombreux auteurs ([14] à [16]). Il se présente sous la
forme d'enceintes hémisphériques en polyacrylate transparent (39,5 cm de diamètre
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— volume réel mesuré 171) (fig. Ib). L'évolution dans les enceintes des concentrations
de sels nutritifs (umol.l- 1 .h- 1) est mesurée en fonction du temps (pas d'échantillonnage
de 2 h pendant des cycles diurnes de 6 h). Les flux sont calculés à partir de ces évolutions,
connaissant la surface au sol des enceintes et leur volume[17].

RÉSULTATS. — Les valeurs de flux obtenues selon la méthode des « peepers » sont
représentées sur la figure 2 et celles selon la méthode des chambres benthiques sur la
figure 3.

On note dans chacun des cas une certaine hétérogénéité, ce qui souligne la nécessité

de multiplier les observations quelle que soit la technique utilisée. En effectuant la

moyenne des flux nous obtenons, pour la méthode des « peepers », un flux de 5,5±3,1
et 98,2±32,7 uM.m_2.h-1 respectivementpour le P04 et pour NH4

.
Par la méthode

des chambres benthiques la moyenne des flux correspond à 149 ±44,7 et
489,5± 106,2 uM.m~2.h_1 respectivementpour le P04 et pour NH4

.
Il existe donc un

rapport de 27 entre les méthodes de mesures de flux de P04 et un rapport de 5 pour les

résultats de NH4.

DISCUSSION. CONCLUSION. — Les études portant notamment sur le rôle des flux benthi-

ques dans la demande des producteurs primaires pélagiques sont nombreuses ([4], [18] à
[23]). A notre connaissance, une comparaison de méthodes telle qu'elle est réalisée ici,

n'a pas été effectuée. Quelques auteurs ont fait des comparaisons entre flux mesurés à

l'interface et estimés à partir des concentrations dans l'eau interstitielle extraite de

sédiment. Hopkinson [4] signale un rapport entre flux de NH4 estimés et mesurés variant
de 2,2 à 10,5 selon la saison, soit en moyenne 5,2 pour un sédiment sableux dans la

zone littorale de Georgia Bight. De même, Elderfield et coll. [24] estiment en période
estivale un rapport de 1 à 3,5 pour les flux d'ammonium et de 1 à 8 pour les flux de

phosphate dans le cas des sédiments du Nord de la baie de Narragansett (U.S.A.). Ces

auteurs attribuent cette différence principalement à l'activité bioturbatrice de la faune
benthique. Nos résultats vont dans le sens de ceux décrits par ces derniers auteurs pour
ce qui est de l'ammonium. En revanche, le rapport entre les résultats estimés et mesurés

de flux de P04 est bien plus élevé dans notre cas. L'effet « bioturbation » n'est probable-

ment pas le facteur déterminant de la divergence. En raison de la consommation d'une
partie des nutriments par la microflore benthique pendant la période d'éclairement, les

flux mesurés en période diurne, sont généralementsous estimés ([25], [26]). La divergence

entre les résultats des deux méthodes est d'autant plus grande. La mesure des flux dans
les chambres benthiques prend donc égalementen compte l'activité chimique et biologique
du microfilm de surface qui est le résultat de processus non discernablespar la méthode
des « peepers ». En l'occurence, la présence à l'interface eau-sédiment de fer à l'état
oxydé ou réduit peut, selon le cas, bloquer ou non le relargage des phosphates vers la
colonne d'eau [9]. Ce résultat pose le problème, d'une part, des échelles spatio-temporelles
des phénomènes observés et d'autre part, des processus impliqués dans le recyclage
des nutriments. En effet, la technique des « peepers », unidimensionnelle, intègre des
phénomènes à long terme alors que la mesure des flux en chambre benthique est
ponctuelle dans le temps, mais concerne une superficie de sédiment plus vaste qui intègre
l'hétérogénéité spatiale naturelle. Ces deux techniques présentent chacune un avantage
certain, mais leur emploi dépend largement de la nature du problème abordé. Si l'on
s'intéresse à l'aspect dynamique du devenir de la matière organique dans les sédiments,
la méthode des « peepers » paraît plus adéquate. En revanche, si l'on s'intéresse plus
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précisémentaux conséquences de l'activité du sédiment en termes d'échanges à l'interface
eau-sédiment, la technique des chambres benthiques semble plus appropriée. Les résultats
de cette étude sur la base d'une seule comparaison ne permettent pas de définir un
coefficient de standardisation entre les deux méthodes. Des observations supplémentaires
seront réalisées dans ce but. Les résultats attendus de cette intercalibration, s'ils sont
probants, devraient servir à une comparaison plus aisée des résultats issus de la littérature
et de permettre le choix d'une méthode en fonction des sites étudiés.

Note remise le 3 avril 1991, acceptée après révision le 3 juillet 1991.
:
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Écologie générale/GeneralEcology

Biodisponibiiité comparée du phosphore en fonction des
substrats et de la fréquence des inondations dans trois

forêts alluviales rhénanes de la plaine d'Alsace

Diane WEISS, Roland CARBIENER et Michèle TRÉMOLIÈRES

Résumé — Dans les forêts alluviales, la nutrition phosphorée est fortement influencée tant par la
géochimie des alluvions que par l'hydromorphie des sols et la fréquence des inondations eutrophi-
santes. Une comparaison dans ce sens a été entreprise dans la plaine rhénane d'Alsace sur trois
sites basiques (carbonates calcaires,peu hydromorphes) des rives du Rhin dont l'un est régulièrement
inondé, les deux autres ayant été mis hors eaux respectivement en 1860 et 1960. La comparaison
est basée sur l'analyse foliaire de quatre espèces ligneuses (chêne, frêne, lierre et cornouiller) dans
l'ensemble des sites étudiés. Les résultats montrent que le site inondable (île de Rhinau) offre,
indépendamment de la géochimie du substrat, les meilleures conditions de nutrition phosphatée. A
l'inverse le site soustrait depuis plus d'1 siècle aux inondations offre les moins bonnes conditions de
nutrition phosphatée. L'étudedes contenus foliairesen P au cours de la saison de végétation montre
des comportements spécifiques très marqués notamment en ce qui concerne la translocation du
phosphore en fin de végétation. Par exemple le cornouiller sanguin, pourtant riche en phosphore
stocke peu de réserves dans l'ensemble des sites.

Effect of alluvium deposit geochemistryand flood frequency on phosphorus
bioavailability in three alluvial rhine forests on the Alsace plain

Abstract — In alluvialforests, phosphorusnutrition is highly influenced by alluvium deposit geo-
chemistry, soil colloids, hydromorphy andfloodfrequency. A comparison of the P bioavailability is
under way in the Alsace Rltine plain in three basic sites (calcic, weakly hydromorphic) of the
Rhine banks. One is regularlyflooded, the two others hâve not been flooded since 1860 and 1960
respectively. The comparison is based on leaf analysis offour ligneous species (oak, ask, dogwood
and climbing ivy). The regularlyflooded site ojfers the best conditionsfor P nutrition as compared
with the site notfloodedfor more than a century. Each species shows a particularadaptative behaviour
in P release at the leaffailperioddepending on the sites. For example the "phosphatophilic"dogwood
releases phosphorousin the whole site.

Abridged English Version — The Alsatian alluvial plain provides an ecological pattern for
stud)'ing phosphorus bioavailability in rarely or regular flooded alluvial forests on calcic soils
(20-30% CaC03, pH 7.5-8.5) ([3], [4]). In the east, the Rhine runs through a carbonated
alluvium deposit of Alpine fluvio-glacial origin. Its hydrological régime is nival with summer
highwater.

On the basis of leaf analysis, the study compares the phosphorus bioavailability in the
Rhine alluvial forests according to the présence or absence of regular flooding: one site (site

one: Rhinau Island) is regularly flooded whereas the two others (site two: Breitsand Forest,
and site three: Dachsenkopf Forest) hâve not been flooded since 1860 and 1960 respectively
(Table I) [4]. In the Rhine alluvial forest, phosphate is precipitated in the form of tricalcic
phosphate and/or hydroxyapatite and becomes theoretically unavailable to the végétation,

except when made soluble by means of transfer by symbiotic mycorhiza ([12], [13],
[14]). Under certain pH conditions and/or réduction potentials, précipitation is accelerated
but phosphate may be soluble in the form of ferrous phosphate for example [2]. Again,
maybe the deposit of soluble phosphate with flooding in summer could make phosphorus
available to the végétation; so there is no shortage of this minerai nutrient ([4], [9]). Four
ligneous species are chosen: oak (Quercus robur L.), ash ( Fraxinus excelsior L.), dogwood
(Cornus sanguinea L.) and climbing ivy (Hedera hélix L.). Using agronomie leaf diagnosis,

Note présentée par Paul OZENDA.
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the leaves are analysed at différent stages of maturity (young, mature and dead) to follow
the évolution of the phosphorus content (P) and to observe the ecophysiological behaviour
of every species.

During August, the minerai leaf content is quite stable for adult leaves (harvested in
August) ([5], [10]). Our results show that adult leaves displayed no deficiency in minerai
content, but in the regularly flooded site the P minerai content is much higher. Site 1 is
the most fertile: it receives strong minerai nutrient contribution by flooded waters of the
Rhine, rich in soluble phosphate (P-P043-) to 180 ug.l- 1) and by the groundwater
(P-P043_): 30-100 ug.l-l) ([8], [9]). On the other handj leaves from site 3, which hâve
not been flooded regularly since 1860, show the lowest P minerai content (Fig.). This site
présents unfavourable factors, i. e. low level of colloids and exchangeable cations, absence of
regular flood. There the species as a whole store more phosphorus by translùcation from
leaves to the buds than in the other sites. Site 2 possesses fertilizing characteristics near
those of site 1, but the absence of regular flood explain theP content between the first and
the third site.

The results we obtained are considerably lower than Klimo's results, but he studied
Czechoslovakian forests on acids soils [6], which demonstrates the rôle of the substrate. In
spring, the leaves in ail the sites hâve a high P minerai content; this means that phosphorous
is available from plant storage and/or from soils; the ecophysiological behaviour of every
species is décisive hère: the Cornus sanguinea L. présents very spécifie behaviour and does

not store phosphorus in any site. Its P minerai content quickly returns to the soil through
the fallen leaves; this fact is interesting because it shows that Cornus sanguinea, a dominated
species, is bénéficiai to dominant species, as shown with climbing ivy [15]. On the other
hand, ivy stores P in perennial organs in any site. Oak and ash only release P in the fallen
leaves in site 1 which is regularly flooded, but store it in the two other sites (Table II).

The results show the following:

— the importance of flooding which provides a supply of nutrients and masks the harmful
effect of calcium carbonate with alkaline pH in Rhine site il ([8], [9]);

— the type of soil: the increasing content of argillaceous humic colloids (site 3 < site 2
<site 1) détermines colloid phosphorous bioavailability;

— the spécifie behaviour towards phosphorous nutrition under thèse particular conditions.

INTRODUCTION. — Les formes du phosphore assimilables par les végétaux sont des
phosphates, solubles dans la solution du sol ou adsorbés généralement à la surface de
colloïdes argilo-humiques par l'intermédiaire de cations ([1], [2]).

La biodisponibilité du phosphore, dans les forêts alluviales rhénanes de la plaine
d'Alsace établies sur des alluvions carbonatées calciquesï (20-30 % de CaCOB, sols de
pH 7,5-8,5) ([3], [4]), est présentée comparativement dans trois sites de la région de
Rhinau, différents par leur fonctionnement hydrologique.; Le premier site (forêt de l'île
de Rhinau) est encore soumis à des inondations régulières, notamment estivales; le
deuxième (forêt de Breitsand) est mis hors eau depuis la construction du canal d'Alsace
en 1960; enfin le troisième (forêt du Dachsenkopf) est soustrait aux inondations depuis
l'édification des digues externes dites de hautes eaux (1850). Notre hypothèse de travail
est la suivante : les phosphates sont en principe peu disponibles dans les substrats
basiques rhénans, du fait de leur précipitation sous forme de phosphate tricalcique
évoluant vers des hydroxyapatites. Cependant, l'apport de phosphates solubles en pleine
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saison de végétation par les eaux de crue d'une part, leur fixation sous forme échangeable

sur les charges solides colloïdales d'autre part suppléeraient à l'indisponibilité potentielle
des phosphates précipités dans les sites régulièrement inondés, contribuant ainsi à leur
haute productivité.

1. MÉTHODE. — Le protocole correspond à celui retenu en agronomiepour le diagnostic
foliaire des arbres fruitiers. Les caractéristiques pédologiques et hydrologiques des sites

sont présentées dans le tableau I [4]. Quatre espèces ligneuses sont choisies : le chêne

(Quercus robur L.), le frêne ( Fraxinus excelsior L.), le cornouiller (Cornus sanguinea L.)

et le lierre, forme lianescente (Hedera hélix L.). Plusieurs dates de prélèvementdes feuilles

vertes sont nécessaires pour suivre l'évolution de la teneur foliaire au cours de la saison
de végétation : début mai, au débourrement, feuilles jeunes; fin juin et fin août, feuilles

adultes; septembre, feuilles pré-sénescentes.
A chaque date de prélèvement il est procédé de la manière suivante : cinq individus

par espèce et par site sont choisis en lisière (bordure de sentier ou de rivière), sur lesquels
25 feuilles de lumière, situées à l'extrémité du rameau, à une hauteur comprise entre 1,5

et 2 m et de même orientation sont cueillies. Les feuilles sont desséchées à la température
du laboratoire. Les dates de prélèvement sont déterminéespar l'absence de précipitations
dans les 48 h qui précèdent le moment de la cueillette.

Durant la période de chute massive (septembre à décembre), les feuilles de litière sont
récoltées dans des bacs à litière de 1 m2 (10 bacs par site). Les feuilles sont ensuite

TABLEAU I

Caractéristiques hydrologiques et pédologiquesdes trois sites,
d'après A. Schnitzler, 1988.

Hydrologicaland soilprofile characteristicsofthe three sites (from A. Schnitzler, 1988).

Sites 1 2 3

Lieu-dit « Schaftheu » « Breitsand » « Dachsenkopf»
île de Rhinau Rhinau Rhinau

Secteur Rhénan Rhénan Rhénan
Périodicité des inondations.... Inondable Mis hors eau Endigué en 1860

périodiquement par le
printemps-été canal d'Alsace

1960

Amplitude annuelle de nappe..
.

1,5-2 m 0,4-0,5 m 0,3-0,4 m
Origine des sédiments Alpins, carbonates 20 à 30 % de calcaire sur tout le profil
Type de sol Sols alluviaux carbonates, peu évolués, Sols alluviaux

pauvres en colloïdes argilo-humiques carbonates

et en M.O., riches en calcaire actif en voie d'évolution

vers une
pararendzinegrise

Humus Hydromull eutrophe Mull eutrophe Mull moder calcique
carbonate carbonate

pH 8 8 8

Argile (%) 22,6 21,5 A 13,5
A'1: 5,1
A" 1:10,7

M.O. (%) 5,7 5,14 7,2
Calcaire (%)

_
28 26 21

Ca++(meq/lOOg) 38 13 13

Mg++ (meq/100 g) 1,46 1,16 1,17
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TABLEAU II

Teneur en P (% mat. sèche) dans les feuilles vertes et dans les feuilles de litière (automne).
M, moyenne de trois valeurs; std, écart-type.

Phosphoruscontent (% dry weight) in the mature andfallen leaves.
M, mean of three values; std, standarddéviation.

Septembre 87-88-89 Automne 87-88-89 Mai 88 Mai 89 Juill. 89 Août 89

Chêne: M (std.) M (std.)

Rhinau 0,19 0,04 0,13 0,02 0,32 0,39 0,21 0,19
Breitsand 0,17 0,01 0,08 0,02 0,31 0,46 0,18
Dachsenkopf.

. . .
0,13 0,03 0,05 0,02 0,30; 0,46 0,15 0,15

Frêne :

Rhinau 0,16 0,01 0,12 0,03 0,36; 0,38 0,27 0,14
Breitsand 0,14 0,02 0,08 0,03 0,33 0,66 0,16 0,15
Dachsenkopf. ... 0,11 0,02 0,05 0,01 0,27; 0,46 - 0,11

Cornouiller :

Rhinau 0,19 0,02 0,15 0,01 0,30; 0,29 0,20 0,17
Breitsand 0,14 0,01 0,11 0,03 0,30 0,33 0,20 0,16
Dachsenkopf.... 0,14 0,01 0,10 0,02 0,29 0,30 0,17 0,14

Lierre : '

Rhinau 0,23
•

0,06 0,10 0 0,37 0,33 0,27 0,20
Breitsand 0,18 0,03 0,08 0,02 0,38 0,37 0,20 0,20
Dachsenkopf.... 0,13 0,01 .0,07 0,01 0,27 0,29 0,12 0,12

desséchées à la température du laboratoire, triées et pesées. Seules les litières sèches lors
de leur récolte sont analysées. On dispose ainsi de deux à cinq échantillons par site et
par espèce pour la période de chute des feuilles. Les prélèvementscommencés en septem-
bre 1987 ont été effectués jusqu'à fin 1990.

Les feuilles sont broyées (diamètre<500 um). L'humidité relative et les dosages sont
effectués sur un échantillon de poudre séchée à 105°C pendant 24 h. Le dosage colorimé-
trique du phosphore total est fait après minéralisation dans un mélange V/V d'acide
nitro-perchlorique par la méthode au molybdate. Les résultats sont exprimés en pour
cent de matière sèche.

2. RÉSULTATS. — La période du 10 au 31 août pour les essences caducifoliées est une
période de relative stabilité dans la composition minérale fohaire [5]. Les prélèvements
d'août, représentatifs de la composition des feuilles adultes, montrent que les teneurs en
P des espèces récoltées dans le site 1 inondable sont plus élevées que celles mesurées
dans les deux autres sites (tableau U). A l'opposé le site 3, le plus anciennement soustrait

aux inondations, est le plus pauvre. Par ailleurs, les teneurs des feuilles de chêne, de
frêne et de cornouiller sont inférieures à celles citées par Klimo [6] dans son étude sur
les forêts alluviales de Tchécoslovaquie sur sols non carbonates, ce qui nous semble
significatifd'une moindre disponibilitésur sol calcaire. Pour le cornouiller,nous disposons
d'autres données portant sur un site rhénan non inondable depuis le milieu du xixe siècle
(forêts de Geisswasser et de Marckolsheim).Dans ces sites à nappe phréatique profonde,
les teneurs en P sont inférieuresaux nôtres (0,1 à 0,16 % MS) [7].

Nos résultats, sur l'ensemble des 3 années d'étude, montrent une tendance générale
similaire : la composition foliaire varie en fonction de l'époque de l'année (tableau II,
fig.); au mois de mai, après le débourrement, les teneurs en P sont évidemment très
élevées, quels que soient l'espèce et le site; elles sont toujours légèrement supérieures
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dans le site 1. Dès le mois de juin les teneurs baissent rapidement dans tous les sites. Les
différences relevées entre juin et août sont relativement faibles dans les trois stations. En
septembre, peu avant l'abscission, les teneurs foliaires sont stables ou varient faiblement
dans les trois sites. L'ordre de décroissance des concentrations en P dans les sites est
toujours le même, Rhinau, Breitsand, Dachsenkopf, et confirme les potentiels de fertilité
de ces stations. Les feuilles de litière sont toujours nettement plus riches en P dans le
site 1.

3. DISCUSSION. — Les trois sites rhénans, recouverts par une végétation typique des
forêts alluviales présentent les mêmes caractéristiques géochimiquesde substrats carbona-
tes basiques; seuls les critères de fertilité, la capacité d'échange de cation (C.E.C.) et la
teneur en colloïdes changent. Le site 1 est le plus riche en colloïdes argilo-humiques et
en cations basiques échangeables(tableau I). La différence réside surtout dans l'inondabi-
lité, le site 1 étant encore soumis à des inondations périodiques. Notre étude néglige le
phénomène de pluvio-lessivage des ions phosphoriques, relativement faible par rapport à
d'autres ions sous certaines conditions [11]. Cependant une étude actuellement en cours
a permis de vérifier les modalités du pluvio-lessivage dans la forêt alluviale rhénane du
même site.

Les résultats montrent clairement que le site le plus fertile est le site 1, inondable; il
bénéficie d'un apport substantiel d'éléments minéraux par les eaux de débordement du
Rhin, riches en phosphates solubles (P-PO|~ jusqu'à 180 ug.l- 1) et par les eaux de la

nappe souterraine affleurante (P-P04~= 30-100 ug.l- 1) ([8], [9]). Le site 3 accumule des
facteurs peu favorables : faible teneur en colloïdes et en cations échangeables, absence
d'inondations régulières; la biodisponibilité du P y est moindre et les feuilles sans être
carencées révèlent les teneurs les plus faibles en P. Dans ce site, l'ensemble des espèces
stocke davantage de P par translocation de feuilles vers les bourgeons que dans les autres
sites. Le site 2 possède des caractéristiques voisines du site 1 du point de vue fertilité
mais l'absence d'inondations régulières explique les teneurs en P intermédiaires entre le
premier et le troisième site.

Au printemps les valeurs du rapport N/P sont toutes inférieures ou proches de 10,

montrant ainsi que le P est bien disponible [10]. Son origine est à déterminer : mobilisation
des réserves accumulées dans les parties pérennes des plantes et/ou utilisation du P du
sol rendu biodisponible par des symbiotes ([12], [13], [14]).

Les espèces choisies ne se comportent pas de manière identique dans les différents
sites : chêne, frêne, cornouiller accumulent peu de réserves au moment de la chute des
feuilles dans le site 1 (comportement de « gaspillage»). Dans les deux autres sites, frêne
et chêne auraient tendance à économiser le P en le stockant dans les organes pérennes
(translocation). Le cornouiller riche en phosphore accumule peu de P en réserve. A
l'inverse le lierre, pauvre en P, économise le phosphorepar stockage de réserves dans les
parties pérennes de la plante dans l'ensemble des sites étudiés. En revanche, au printemps
les végétaux absorbent le phosphoreet l'assimilent en fonction des disponibilités respecti-

ves dans les compartiments « substrats » ou « réserves », ce qui montre l'adaptation des
comportements écophysiologiques.Malgré l'abondance du phosphore dans le site 1, sa
rétention biogéochimiqueest très efficace à l'instar de celle des autres ions biogènes dans
la forêt alluviale du stade terminal à l'état de maturité [9].

4. CONCLUSION. — Ces résultats préliminaires, montrent déjà :

— Le rôle des inondations qui apportent régulièrement au sol des fertilisants propices
au développementdes espèces en forêts alluviales, contribuantainsi à la haute productivité
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de ces forêts. Ces apports réguliers et annuels permettent de pallier les carences en
phosphore, celui-ci étant progressivementprécipité en milieu calcique rhénan.

— Le rôle de la texture des substrats; en effet la teneur croissante en colloïdes argilo-
humiques permet l'adsorption du P soluble sous forme d'orthophosphates échangeables
maintenus ainsi biodisponibles pour la végétation.

— L'importancede la spécificité du comportement des espèces étudiées; le lierre aurait
tendance à économiser le phosphore dans les parties pérennes alors que frêne et chêne le
relarguent par le biais de la litière dans le site 1 inondable. Le cornouiller est une espèce
à la fois phosphatophile et « gaspilleuse ».

— La variabilité du comportement de translocationen! fonction des stations pour une
même espèce, variabilité présentanten général un caractère adaptatif.

Enfin la complémentarité des cycles biogéochimiquesentre espèces dominées et domi-
nantes, déjà mise en évidence dans une étude sur le lierre [15] est ici confirmée par
l'exemple du cornouiller. Les premières ont un rôle fondamental dans la restitution au
sol d'éléments fertilisants nécessaires aux espèces dominantes et vice versa.
Note remise le 20 décembre 1990, acceptée après révision le 3 juillet 1991.
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Évolution spatio-temporelledes teneurs en P des quatre espèces étudiées. 1, chêne (Quercusrobur);
2, frêne (Fraxinusexcelsior); 3, cornouiller sanguin (Cornussanguinea);4, lierre (Hedera hélix).

Space-timeévolutionofphosphoruscontent offour ligneous species (1, oak, Quercus robur;
2, ash, Fraxinus excelsior; 3, dogwood, Cornus sanguinea; 4, climbing ivy, Hedera hélix).
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Purification et caractérisation des sous-unités présumées
de l'hormone thyréotrope d'un poisson téléostéen,

l'anguille {Anguilla anguilla)

Jacques MARCHELIDON,Jean-Claude HUET, Christian SALMON, Jean-Claude PERNOLLET

et Yves-Alain FONTAINE

Résumé — Nos connaissances sur les hormones thyréotropes (TSH) de Poissons sont encore très
fragmentaires et en particulier aucune séquence peptidique n'est connue. A partir d'un extrait salin
d'hypophyses d'anguille ayant une activité TSH, nous avons pu séparer, en utilisant différentes
techniques de CLHP, une protéine d'un poids moléculaire apparent de 31,4 kDa composée de deux
sous-unités. La séquence partielle N-terminale (24 acides aminés) de l'une des sous-unités s'est
révélée identique à celle de la sous-unité a de gonadotropined'anguille (aGTHII). L'autre sous-
unité présente, pour la partie séquencée (22 acides aminés), 41 % d'homologie avec la pTSH de
boeufet 36 % avec la p GTHII d'anguille. La protéine purifiée présente donc des caractères biochimi-
ques similaires à ceux des TSH de Mammifères, en particulier une sous-unité a commune avec la
GTH.

Purification and characterizationof the putative thyrotropic hormone subunits
of a teleost fish, the eel (Anguilla anguilla)

Abstract — We hâve only a partialknowledge offish thyrotropins(TSH) and no data about peptide
séquence are available. Various HPLC techniques allowed us to purify a 31.4 kDa, heterodimeric
protein from saline eel pituitary extracts containing TSH activity. Partial N-terminal séquence (24
amino acids) from one subunit was strictly identical to that of eel gonadotropin II (GTHH) a.
subunit. With regard to the second subunit, 41% of the 22 amino acids identifiedat the N-terminus
were homologous to those ofbovine P TSHand 36% were homologous to those ofeel p GTHII. Thus,
the purified protein exhibits biochemical characteristics similar to those of mammalian TSH, in
particularan <x subunit common with GTH.

Abridged English Version — Few data are available about thyrotropins (TSH) from non-
mammalian vertebrates and only partial purifications hâve been described in a bird ([1], [2]),

a reptile [3], an amphibian [4] and four teleost fish ([5], [6], [7]). This paper présents the
first data on the characterization of the TSH subunits from a fish. The study was made

on the eel, a species which contains, in its pituitary, quite a large quantity of TSH [5].

MATERIALSAND METHODS. — Acetone-driedpituitaries (400 mg) from silver stage European
eels were extracted with 0.9% NaCl.

TSH activity was determined according to Fontaine and Fontaine [9]. SDS-PAGE was
done following Laemmli [10] and Coomassie Blue was used as dye.

Saline extract was eluted at a flow rate of 30 ml/hr. by 0.05 M ammonium bicarbonate,
pH9, on a Sephacryl S200HR column (1.6x97 cm). Absorbance at 280 nm and TSH
activity were measured in each fraction. TSH-containing fractions were pooled and freeze-
dried.

The pool was submitted to TSK DEAE-HPLC column (7.5 x 75 mm); elution was run
at a flow rate of 0.8 ml/min. with a gradient of ammonium acétate (0.05 to 0.5 M, pH 9)
for 40 min. Absorbance at 280 nm was measured and each fraction was lyophilized.

Fractions containing TSH were made up in 0.9% NaCl, injected in a Vydac C4 RP-
HPLC column (4.6 x 150 mm) (flow rate 0.8 ml/min.) and eluted in 90 min. by a gradient
of acetonitrile (21 to 70%) obtained by mixing 0.9% NaCl, 0.1% trifluoroacetic acid,

Note présentée par Maurice FONTAINE.
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water and 0.1% trifluoroacetic acid, water, 70% acetonitrile. Absorbance at 220 nm was
measured. Acetonitrile was evaporated under vacuum before lyophilization.

Each fraction was reduced by [3-mercaptoethanol and alkylated with 4-vinylpyridine accor-
ding to Henschen [11], then desalted and fractionated by elution in a gradient of acetonitrile
(0 to 60% for 60 min.) on a Brownlee C8 RP-HPLC column (4.6 x 30 mm) (flow rate
0.5 ml/min.). Absorbance at 215 nm was measured and each peak manually collected.

Samples were analysed for phen)'lthiohydantoin amino acids in an Applied Biosystem 475
sequencer connected to a 120A chromatographic unit following the methods and with the
chemicals of die manufacturer.

RESULTS AND DISCUSSION. — After gel filtration of the pituitary extract on Sephacryl, TSH
activity (1.6 IU/OD) was in the protein fractions of molecular weight between 25 and
45 kDa.

After DEAE-HPLC, TSH activity was lower than 0.2 IU/OD in the unabsorbed fraction.
It rose to 12 IU/OD in the fraction eluted for 0.165 M"~ammonium acétate (fraction 26),
fell to 5 IU/OD in fraction 28 and less than 2 IU/OD in fraction 36 (0.25 M acétate). No
TSH activity appeared after 0.3 M ammonium acétate. SDS-PAGE (Fig. 1) of fraction 27

gave three bands (14.4, 17 and 20 kDa).
RP-HPLC on C4 of the biologically active DEAE pool gave four peaks (Fig. 2) eluted for

26, 29, 38 and 48% acetonitrile (peaks 1 to 4). Thèse peaks were sequenced after réduction,
alkylation and RP-HPLC on C8. Only peaks 1 and 4 gave N-terminal séquences. Peak 4,
eluted for 45% acetonitrile on C8, gave two partial séquences (23 amino acids) corresponding
to those described for the two forms of the Japanese eel growth hormone (GHI and GHII)
[12]. Peak 1 gave two peaks "A and B" eluted for 26 and 30% acetonitrile on C8. N-
terminal séquence (24 amino acids) of A was identical to|that of the eel a GTH II [13]
and the partial séquence (22 amino acids) of B presented 41% homology with that of bovine
p TSH [14] (Table) and only 36% with that of eel P GTHII [15].

Thèse results suggest that the protein peak 1 is constituted by the eel TSH. Moreover,
in the SDS-PAGE, considering that the 20 kDa band corresponds to the GH [12], the sum
of the molecular weights of the two other bands is 31.4 kDa, a value close to that founded
by an ultracentrifugation method for the eel TSH [5].

INTRODUCTION. — On dispose de peu de données sur les hormones thyréotropes (TSH)
de Vertébrés non mammaliens, la purification au moins partielle de cette hormone ayant
été effectuée seulement à partir d'hypophyses d'un oiseau ([1], [2]), d'un reptile [3], d'un
amphibien [4] et de quatre poissons téléostéens ([5], [6],; [7]). Le comportement de ces
hormones au cours des dernières étapes de la purification semble indiquer que les TSH
de ces espèces, comme celles de Mammifères, sont des glycoprotéinesd'un poids molécu-
laire de 30-35 kDa. Les résultats d'électrophorèse en conditions dénaturantesont conduit
Swanson et coll. [7] à suggérer que la TSH de saumon est composée de deux sous-unités
comme les hormones mammaliennes.

Nous apportons ici les premières données sur la caractérisation des sous-unités de la
TSH d'un poisson téléostéen. Ce travail a été effectué sur l'anguille, espèce dont l'hypo-
physe contient une activité TSH importante ([5], [8]).
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Fig. 1. — Electrophorèse sur gel de polyacrylamide en condition dénaturante. Piste 1 : étalons de poids
moléculaire en kDa (Pharmacia, réf. 17-0446-01). Piste 2 : 15 ul de la fraction 27 de DEAE-CLHP reprise
dans 120 ul de tampon d'échantillonde Laemmli.

Fig. 1. — SDS PAGE. Lane 1: molecularweight standards in kDa (Pharmacia, réf. 17-0446-01). Lane 2: 15 u/
offraction 27 from DEAE-HPLCdiluted in 120 u/ ofLaemmli sample buffet:

Fig. 2. - RP-CLHP sur colonne Vydac C4 du pool des fractions 24 à 27 obtenues par DEAE-CLHP.DO
220 nm: ; [CH3CN]:

.

Fig. 2. - RP-HPLC on Vydac C4 column of the pool ofthe 24 to 27 pooledfractionsfrom DEAE-HPLC. OD
220 nm: ; [CH3CN]:

.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Les hypophyses, prélevées après décapitation, sur des
anguilles argentées ont été plongées immédiatement dans l'acétone froid (0°C). L'acétone
est renouvelé deux fois à 24 h d'intervalle et les hypophyses sont desséchées sous vide.

Extraction. — Les hypophyses sèches (400 mg) sont mises dans 2 ml de NaCl 0,9 % à
0°C et broyées à l'aide d'un agitateur en pratiquant des congélations et décongélations
successives. Après rinçage par 1 ml de NaCl 0,9 %, la suspension est centrifugée 10 mn à
3 000 g à 4°C. Le surnageant est récupéré et le culot resuspendu dans 2 ml de NaCl
0,9 %. L'extraction est renouvelée trois fois et le volume final de surnageant est ajusté à
10 ml avec NaCl 0,9%.

Activité biologique. — L'activité biologique est déterminée en mesurant l'augmentation
de fixation d'iode radioactif par la thyroïde de truites juvéniles à jeun selon la méthode
décrite par Fontaine et Fontaine [9].

Electrophorèse. — Elle est réalisée sur gel de polyacrylamide 10 % selon la technique
de Laemmli [10]. La colorationest faite au bleu de Coomassie.

Fractionnement. — L'extrait salin est déposé sur une colonne (1,6 x 97 cm) de Séphacryl
S200HR (Pharmacia) équilibrée avec une solution de bicarbonate d'ammonium
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TABLEAU '

Comparaison de la séquence N-terminale de la composante B issue du pic C4 n° 1 (a) avec celles de la P TSH

de boeuf (b) [14] et de la p GTH II d'anguille (c) [15]. Les tirets indiquent les acides aminés identiques à

ceux de la composante B. Les cystéinessont alignées et encadrées.

Comparisonof the N-terminal séquencefrom B componentof the C4-peak No. 1 (a) with those ofbovine P TSH
(b) (14) andeel P GTHII (c) (15). Hyphens indicaleamino acids identical to those ofB component. Cysleins

are aligned and boxed. \

0,05 M pH 9. L'élution est effectuée à l'aide du même tampon à un débit de 30 ml/h.

Les fractions (4 ml) sont collectées, leur densité optique (D.O.) est mesurée à 280 nm et
celles ayant une activité TSH sont rassembléeset lyophilisées.

Ce pool est dissout dans 350 ul d'acétate d'ammonium 0,05 M pH9 et injecté sur une
colonne CLHP (TSK DEAE-5PW; 7,5 x 75 mm) maintenue,à 4°C. L'élution est effectuée

à un débit de 0,8 ml/mn par un gradient 0,05 à 0,5 M d'acétate d'ammoniumen 40 mn.
La D.O. à 280 nm est mesurée en continu en sortie de colonne et des fractions de 0,8 ml

sont collectées et lyophilisées.
Les fractions contenant l'activité TSH sont reprises dans 300 ul de NaCl 0,9 % et

injectées sur une colonne CLHP phase inverse (RP-CLHP) (Vydac C4; 4,6 x 150 mm).
L'élution est effectuée à un débit de 0,8 ml/mn par un gradient d'acétonitrile (21-70 %

en 90 mn) obtenu en mélangeant une phase mobile A (NaCl 0,9 %/acide trifluoroacétique
0,1% dans H20 Lichrosolv Merck) et une phase mobile B (acetonitrile 70 %/acide
trifluoroacétique 0,1 % dans H20 Lichrosolv Merck). La DJO. à 220 nm est mesurée en
continu et des fractions de 0,8 ml sont collectées. L'acétonitrile est évaporé sous vide et
les fractions sont lyophilisées. \

Chaque fraction est réduite par le P mercaptoéthanolet alkylée par la 4-vinylpyridine
selon la technique décrite par Henschen [11]. Le dessalage et le fractionnement de

chaque échantillon sont réalisés par chromatographieen phase inverse sur une cartouche
Aquapore C8-30 nm de 4,6 x 30 mm (Brownlee Labs) avec un appareil Spectra Physics
SP8800. L'élution est effectuée par un gradient d'acétonitrile (0-60 %) en 60 mn : solvent
A (acide trifluoroacétique 0,1 % dans l'eau Milli-Q), solvant B [acetonitrile,acide trifluo-
roacétique (60, 0,09 %) dans l'eau Milli-Q] à un débit de 0,5 ml/mn. La D.O. à 215 nm
est mesurée en continu et permet la collecte manuelle de chaque pic chromatographique.

Séquençage peptidique. — Les échantillons (30-120 ul) sont déposés sur le disque en
fibres de verre imprégné de polybrène d'un séquenceur Applied Biosystem475 couplé au
module chromatographique 120A pour l'analyse des phénylthiohydantoïnes acides ami-

nés, avec les méthodes et les produits chimiques du fabricant, i

RÉSULTATS ET DISCUSSION. — Après filtration sur Séphacryl ;S200 HR de l'extrait salin
d'hypophyses, l'activité TSH se trouve dans les fractions correspondantà des protéines
d'un poids moléculaire de 25 à 45 kDa. L'activité biologique spécifique de ce pool
lyophiliséest de 1,6 Ul/unité de D.O.

Après une chromatographiesur TSK-DEAEde ce pool, l'activité TSH est inférieure à

0,2 UI/D.O. dans la fraction non adsorbée. Elle atteint 12 UI/D.O. dans la fraction éluée
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pour 0,165 M d'acétate d'ammonium (fraction 26), 5 UI/D.O. dans la fraction 28 et
décroît jusqu'à une valeur inférieure à 2 UI/D.O. pour une molarité de 0,25 M (fraction
36); aucune activité n'est décelable pour des molarités supérieures à 0,3 M. Une electro-

phorèse sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (fig. 1) effectuée pour le pic
d'activité TSH (fraction 27) donne trois bandes correspondant à des poids moléculaires
de 14,4, 17 et 20 kDa.

La chromatographie en phase inverse sur Vydac-C4 du pool biologiquement actif
obtenu par DEAE-CLHP donne, après la fraction non retenue, quatre pics majeurs
(fig. 2) élues par 26, 29, 38 et 48 % d'acétonitrile (pics 1 à 4 respectivement).

Après réduction et alkylation, suivies d'une seconde RP-CLHP sur Aquapore C8 de

chacun d'eux et du séquençagepeptidique des pics obtenus, seuls les pics 1 et 4 nous ont
fourni des séquences N-terminales.

Le pic 4 donne, sur Aquapore C8, un pic élue à 45 % d'acétonitrile. La séquence
partielle montre la présence de deux chaînes peptidiques apparentées, l'une commençant

au résidu 4 de l'autre; ces deux séquences partielles (23 acides aminés) sont identiques à
celles décrites pour les deux formes de l'hormone de croissance (GHI et GHII) de

l'anguille japonaise (Anguillajaponica) [12].

Le pic 1 est résolu sur Aquapore C8 en deux pics A et B, élues respectivementà 26 et
30 % d'acétonitrile, donnant des séquences partielles différentes. Celle de A, sur 24 acides

aminés, est strictement identique à la séquence des 24 acides aminés N-terminaux de la

sous unité a de GTH II d'anguille [13]. Après alignement des cystéines, la séquence N-
terminale (22 acides aminés) du pic B présente 41 % d'homologie avec celle de la P TSH
de boeuf [14] (tableau) et seulement 36% avec celle de la P GTHII d'anguille [15]. La

composante A est constituée par la sous-unité aTSH et la B vraisemblablement par la
sous-unité P TSH.

L'ensemble de ces résultats suggère que la protéine éluée dans le pic 1 de la RP-CLHP

sur Vydac C4 est la TSH d'anguille. De plus, l'électrophorèse dénaturante sur gel de
polyacrylamide, réalisée au pic d'activité, donne trois bandes. Celle à 20 kDa correspond

sans doute à la GH [12]. La somme des poids moléculaires des deux autres bandes est
de 31,4 kDa, valeur très proche de celle déterminée par ultracentrifugation pour la TSH
d'anguille (31 kDa) [5].

Nous nous attachons actuellement à déterminer la séquence totale de la sous-unité P

TSH par les techniques de biologie moléculaire.

Les auteurs remercient Mmc Le Belle pour les dosages biologiques, Mme Mansion et M. Ouali pour les

déterminations de séquences peptidiques ainsi que M. Caillault, ancien directeur du Laboratoire de Contrôle
du Centre de Transfusion sanguine de Montpellier, pour les hypophyses d'anguille.

Note remise le 1" juillet 1991, acceptée le 22 juillet 1991.
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Physiologie végétale/Plant Physiology

Isolement, identification et activité biologique de
phospholipides isolés du mycélium de Phytophthora capsici

Véronique PIVOT, Maud BRUNETEAU, Pierre MAS, Paul-Michel MOLOT

et Georges MICHEL

Résumé — Des phospholipides isolés du mycélium de P. capsici induisent une protection des
cotylédons de piment vis-à-vis de ce même parasite et chez le blé une résistanceau parasite racinaire,
Gaeumannomyces graminis. La structure du composé majoritaire est démontrée par spectrométrie
de masse et résonance magnétique nucléaire. Il s'agit de la dihexadécanoyl phosphatidylcholine,
présente en mélange avec la ditétradécanoyl et dioctadécanoyl phosphatidylcholine.

Isolation, identification and biological activity of phospholipids from Phytophthora
capsici mycélium

Abstract — Phospholipidsfrom Phytophthoracapsici mycélium induce a résistance in pepper cotylé-
dons to infection by P. capsici and in wheat to infection by Gaeumannomyces graminis. The major
compound was identified as dihexadécanoylphosphatidylcholineby mass spectrometry and nuclear
magneticrésonance spectrometry. It was accompaniedby a mixture ofditétradécanoyland dioctadéca-
noylphosphatidylcholine.

Abridged English Version — Various lipids from parasitic fungi hâve been found to be
elicitors of plant defence reactions ([l]-[8]).

From Phytophthora capsici mycélium a phospholipid was isolated, which induced a protec-
tion in pepper against the pathogen P. capsici and a résistance of wheat to infection by
Gaeumannomyces graminis.

Purification and structural détermination of this elicitor of résistance are described. The
strain 107 of P. capsici was grown on unshaken synthetic médium for three weeks [9]; mycé-
lium was separated from médium by centrifugation. The nrycelium was homogenized in
500 ml of 100 mM potassium phosphate pH 7.2 at 0°C for 10 min. with an Ultra-Turrax
grinder. After filtration, the homogenized mycélium (mycelial cell walls) was washed with
1,500 ml of the same buffer and twice with deionized water. The mycelial cell walls were
lyophilized, treated with chloroform-methanol(2/1 v/v) and the lipid extract was fractionated

on a silicic acid Bio-Sil HA column using chloroform, chloroform with increasing concentra-
tions of méthanol (5 to 50%) and méthanol as solvents. Eluates were analyzed by thin-
layer chromatographyon HPTLC plates with the solvent of Heape et al. [10]. The détection
of compounds was carried out by spraying the plates with various reagents: 10% sulphuric
acid vanillin, Dittmer and Lester reagent modified by Vaskovsky and Kostetsky [11], Drag-
gendorf reagent modified by Wagner [12].

Phosphorus was measured by the method of Lowry et al. [13]. Fatty acid methylesters

were analyzed on an Intersmat 120 FL gas chromatograph using a capillary SP 2100 column
(0.25 mm x 25 m) with température programming from 140 to 260°C. The same device,
which was fitted with a capillary SP 2380 column (0.25 mm x 20 m) al 240°C was used for
the analysis of the acetylglycerol derivative.

Fast atom bombardment-mass spectrometry (FAB-MS) of the phospholipid was carried

out using a VG Anarytical spectrometer (model ZAB 2-SEQ).

Note présentée par André CAUDERON.
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Nuclear magnetic résonance spectrometry (XH NMR) pf the compound was carried out
using a "Brucker A.M. 300" spectrometer.

The fractionation of the total lipid extract from mycelial cell walls by chromatography on
silicic acid Bio-Sil HA gave a phospholipid fraction which protected pepper and wheat against
pathogen.

Susceptibility of pepper cotylédons to P. capsici was 45% for 10 Ug/ml and 21% for
250 ug/ml of phospholipid fraction solution (Fig. la).

The treatment of wheat kernels with elicitor had the following effect on plants: a 27%
loss of dry weight with non-infected plants and a 29% increase of dry weight with plants
infected by G. graminis (Fig. 1 b).

The fraction eluted with méthanol was analyzed by thin-layer chromatography in the
solvent of Heape et al. [10], it gave a spot stained with spécifie reagents for phospholipidsand
tertiary aminé which comigrated with standard phosphatidylcholine. This fraction contains
phosphorus, glycerol, choline and fatty acids identified as tetradecanoicacid (C 14:0), hexade-
canoic acid (C16:0) and octadecanoic acid (C18:0).

Enzymatic h)'drolysis with phospholipase C yield a sn-l,2-diacylglycerol and phosphoryl-
choline (Fig. 2).

Fast atom bombardment-mass spectrometry (Fig. 3) and nuclear magnetic résonance
spectrometry permitted identification of the active fungal lipid as dihexadécanoyl
phosphatidylcholine[14] with minor amounts of ditétradécanoyland dioctadecanoyl phospha-
tidylcholine (Fig. 2 and Table).

INTRODUCTION. — De nombreux travaux ont démontré la présence dans le mycélium
de champignons phytopathogènes de lipides capables d'induire un état de résistance chez
leur plante hôte respective ([l]-[8]).

A partir du mycélium de Phytophthora capsici, mildiou du piment, nous avons isolé

un phospholipide qui, d'une part, protège le piment vis-à-vis de ce même parasite et
d'autre part, induit chez le blé une résistance à Gaeumannomyces graminis, agent du
piétin échaudage.

Nous avons purifié et déterminé la structure de cet inducteur de résistance.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Conditions de culture du] champignon et préparation des
parois mycéliennes. — La souche 107 de P. capsici est mise en culture stationnaire sur
milieu liquide synthétique contenant 50 g/1 de saccharose [9] durant 3 semaines. Le filtrat
est séparé du mycélium; 100 g de mycélium congelé sont broyés pendant 10 mn à l'Ultra-
Turrax à 0°C dans 500 ml de tampon phosphate de potassium 0,1 M pH 7,2. Après
filtration sous vide, le résidu est lavé pendant 15 mn dans 1 500 ml du même tampon,
puis par le même volume de tampon 0,5 M, puis deux fois par l'eau distillée.

Les parois brutes ainsi obtenues sont lyophilisées.
;

Extraction et fractionnement des lipides totaux. — L'extraction est réalisée par broyage
à l'Ultra-Turrax à 20°C pendant 10 mn dans le mélange chloroforme-méthanol (2/1 v/v).
Les lipides sont chromatographiés sur colonne d'acide 1 silicique Bio-Sil HA 325 mesh.
Les solvants d'élution successifs sont le chloroforme, des mélanges chloroforme-méthanol
contenant 5 à 50 % de méthanol et le méthanol.

Les éluats sont analysés par chromatographie unidimensionnelle sur couche mince à
haute performance de gel de silice 60 dans le solvant de Heape et coll. [10]. Les plaques
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sont révélées par la vanilline sulfurique (réactif des lipides), par le réactif de Dittmer et
Lester modifié par Vaskovsky et Kostetsky [11] spécifique des phospholipides et par le
réactifde Draggendorfmodifié par Wagner [12] spécifique des aminés tertiaires.

Méthodes analytiques. — Le phosphore est dosé par colorimétrie [13]. Les acides gras
sont analysés sous forme d'esters méthyliques après méthanolyse des phospholipides, par
chromatographie gazeuse (Intesmat 120 FL à ionisation de flamme) sur une colonne
capillaire SP 2100 de 0,25 mm de diamètre et 25 m de longueur à 140-260°C.

L'analyse du glycérol est réalisée par chromatographie gazeuse du dérivé acétylé sur
colonne capillaire SP 2380 de 0,25 mm de diamètre et de 20 m de longueur à 240°C.

L'analyse de la choline est effectuée par chromatographie sur papier dans le solvant
phénol-eau (100/38 v/v).

Les spectres de masse ont été réalisés avec un double spectromètre de masse
« VG Analytical », modèle ZAB2-SEQ.

L'analyse par résonance magnétique nucléaire du proton a été effectuée dans un
spectromètre « Brucker AM. 300 ».

Hydrolyse enzymatique (phospholipase C). — Le phospholipide (2,5 mg) dans 0,3 ml
de tampon Tris-HCl 10 mM, pH 7,2 et 2 mM en CaCl2 est incubé pendant 3 h à
température ambiante en présence de 300 ug de protéine enzymatique. Les produits de
la réaction liposolubles, sont analysés par chromatographie sur couche mince de gel de
silice, les produits de la réaction hydrosolubles, par chromatographie sur papier.

Contrôles biologiques. — Ils sont effectués soit sur piment (cultivar Bastidon) soit sur
blé (cultivar Lutin).

Sur la face inférieure de cotylédons de piment en survie sur l'eau, on dépose 20 pi de
la préparation élicitrice; après résorption de la goutte (environ 24 h), la contamination
de contrôle est réalisée au même site avec 10 ul d'une suspension de zoospores de
P.-capsici (80000 zoospores/ml). Au bout de 5 jours d'incubation à 22°C sous 16 h de
lumière, les symptômes sont notés de 0 à 3 et exprimés après calcul en indice de sensibilité.
Chaque traitementcomporte 20 cotylédons.

Cinquante caryopses de blé sont mis à imbiber pendant 48 h à 20°C dans 25 ml d'une
préparationélicitrice à 100 ng/ml de phospholipides.Après émission des premièresracines,
celles-ci sont contaminées par dépôt d'un implant calibré (0= 2 mm) d'une culture
mycélienne de G. graminis. Les plantules poursuivent leur développementdans du terreau.
Après 10 semaines de culture sous serre, on prélève toutes les parties aériennes dont on
détermine la masse sèche.

RÉSULTATS. — Le fractionnement des lipides totaux extraits du mycélium de P. capsici
permet l'isolement de phospholipides éliciteurs actifs à la fois sur piment et sur blé
(fig- 1)-

Sur piment (fig. 1 a), l'indice de sensibilité des cotylédons est de 45 % pour 10 ug/ml
et de 21 % pour 250 ug/ml.

Sur blé (fig. 1 b), en présence ou en absence de contamination, les plantules élicitées
ont des poids comparables : on observe un effet dépressif par rapport aux plantules
saines non élicitées, mais un effet nettement positifpar rapport aux plantules contaminées

non élicitées.
Les phospholipides, fraction éluée par le méthanol, représentent 0,4 % des lipides

totaux. Cette fraction révélable par le réactif de Vaskovsky et Kostetsky [11] ne réagit

pas à la ninhydrine; par contre elle a une réaction positive au réactif de Wagner [12]. En
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chromatographie sur couche mince de gel de silice, cette fraction phospholipidique a le
même RF que la dimyristoylphosphatidylcholinetémoin. Elle contient du phosphore, du
glycérol, de la choline et des acides gras identifiés à l'acide tétradécanoïque (C 14:0),
hexadécanoïque (C 16:0) et octadécanoïque (C 18 :0).

Une hydrolyse enzymatique par la phospholipase C de la phosphatidylcholine témoin
et du lipide fongiqueconduit aux mêmes composés : le sn-l,2-diacylglycérolet la phospho-
rylcholine (fig. 2).

Une analyse par résonance magnétique nucléaire du proton confirme la présence d'une
aminé tertiaire dans la molécule fongiquedont le spectre présente les mêmes déplacements
chimiques des protons que la phosphatidylcholine témoin.

Une analyse par spectrométrie de masse est effectuée en fast atom bombardment-mass
spectrometry (FAB-MS). Le spectre obtenu représenté sur la figure 3, présente les pics

Fig. 1. — Activité biologique des phospholipides isolés de Phytophthora capsici, 107. (a) Sensibilité des
cotylédons de piment â Phytophthora capsici, 107. Le volume de la solution élicitrice utilisée est de
25 ul/cotylédonpour chaque concentration, (b) Sensibilité du blé, cultivar Lutin, à Gaeumannomycesgraminis.
Cinquante caryopses sont traités par 2,5 ml d'une solution élicitrice contenant 100 ug de phospholipides. La
durée de l'imbibition est de 48 h à 20°C.

Fig. 1. — Biological activityofphospholipidsfrom Phytophthoracapsici, 107. (a) Susceptibility to Phytophthora
capsici of pepper cotylédons. The volume of elicitor solution was 25 \xl/cotyledon for each concen-
tration, (b) Susceptibility to Gaeumannomyces graminis of wheat, cultivar Lutin. Fifty kernels were trealed
with 2.5 ml of elicitor solution containing 100 \ig ofphospholipids. The time ofsoaking was 48 hrs. at 20°C.

Fig. 2. — Hydrolyse de la phosphatidylcholinepar la phospholipase C.

Fig. 2. — Hydrolysisofphosphatidylcholine with phospholipase C.
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Fig. 3. — Spectre de masse en FAB positifdes phospholipides isolés de Phytophthora capsici, souche 107.

Fig. 3. — Positive ion FAB spectrumofphospholipidsfrom Phytophthoracapsici, strain 107.

correspondant aux fragmentations caractéristiques d'une phosphatidylcholine (tableau)
[14]. On observe la présence d'un pic moléculaireà m/y. 734 correspondant à la dihexadé-
canoyl phosphatidylcholine, composé majoritaire (fig. 2, «=14), et les pics à m/z 678

(fig. 2, «=12) et m/z 790 (fig. 2, n= 16) correspondant respectivementà la ditétradéca-
noyl et dioctadécanoylphosphatidylcholine en mélange.

Les ions à m/z 468, m/z 496 et m/z 524 correspondent au départ d'un des acides gras
estérifiant le glycérol.

TABLEAU

Ions dus à la fragmentation du résidu phosphorylcholine.

Characteristicfragment ions observedfor phosphorylcholine residue.

ions m/z

CH2-0-P-0-CH2-CH2N^CH3

OH
XCH3

•
O +/CH3 lg4

OH-P-CH2-CH2-N^CH
3

OH
NCH3

9 VOE3 166
0=P-0-CH2-CH2-N^CH 3

CH3

OH. J.0-CH2>t I 12S
OK xO-CH2
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DISCUSSION. — Des inducteurs de résistance de nature; phospholipidique ont déjà été
décrits dans le couple P. infestans-pommede terre ([4]-[7]) et le couple P. capsici-piment.

Dans ce dernier système, l'éliciteur connu est un sphirigophosphohpide à inositol [8].
II apparaît donc que chez P. capsici, les lipides présentent une importance prépondérance
dans les phénomènes d'élicitation de la résistance induite.

La présence de choline dans le nouvel éliciteur décrit ici pourrait expliquer l'activité
indutrice sur des plantes aussi différentes que le piment ou le blé.

Note remise le 15 avril 1991, acceptée après révision le 22 juillet 1991.
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Physiologie végétale/Plant Physiology

Reassertion of morphology and physiology in cytoplasm-
enriched fragments of Nitella

Mary J. BEILBY and Virginia A. SHEPHERD

Abstract — The intact cells and cytoplasm-enriched fragments of Nitella furcata were injected
with 6-COOH-F. In the former the dye was sequestered into the vacuole in minutes, in the latter
the dye was excluded from vesicles and newly formed vacuoles, suggesting that the membrane
surrounding them is différent to the tonoplast. After several days the vacuoles in the fragments
behaved similarly to those in the intact cells. The fragments with one nodal complex regenerated
into new plants, whereas nodeless fragments failed to regenerate or grow even- after several months.

Rétablissement de la morphologie et de la physiologiechez des fragments cellulaires
de Nitella enrichis en cytoplasme

Résumé — Des cellules intactes et des fragments enrichis en cytoplasme de Nitella furcata ont reçu
des injections de la sonde fluorescente 6-COOH-F. Dans les cellules intactes, le réactif s'accumulait
dans la vacuole en quelques minutes. Au contraire, dans les fragments cellulaires, il était exclu des
vésicules et des vacuoles nouvellementformées, ce qui suggèreque la membraneentourant ces dernières,
n 'est pas de même nature que le tonoplaste. Au bout de quelques jours, les vacuoles des fragments
retrouvaient un comportement analogue à celui des cellules intactes. Les fragments associés à un
complexe nodal conduisaientà la régénérationde nouvellesplantes, alors que ceux dépourvus de noeuds

ne manifestaientni régénérationni croissance, même après plusieurs mois.

Version française abrégée — La technique consistant à rassembler, par centrifugation, le

cytoplasme à une extrémité de cellules internodales de Chara ou de Nitella a déjà été utilisée

pour obtenir des échantillons de cytoplasme [1] ou pour injecter de l'aequorine [2]. Des
fragments cellulaires enrichis en cytoplasme ont également été préparés par ligature de la

cellule, en vue d'études électrophysiologiques [3]. On pensait ainsi obtenir des systèmes à

compartimentation simplifiée, et où le cytoplasme serait aisément accessible aux micro-
électrodes [4]. Toutefois, la simplification de la compartimentation ne fut pas une réussite
totale [5] : après la centrifugation, les fragments cellulaires contenaient de nombreuses vésicu-

les, entraînées dans le mouvement de cyclose cytoplasmique, et où le pompage de protons
semblait inversé; c'est seulement après quelques jours qu'une grande vacuole centrale se
formait, dont le comportement devenait analogue à celui des vacuoles des cellules intactes.
Ainsi, ces fragments cellulaires constituent un bon modèle expérimental pour l'étude de la

formation de la vacuole et du rétablissement de la morphologie et de la physiologie de la

cellule.
Des fragments cellulaires enrichis en cytoplasme furent préparés par centrifugation de

cellules internodales de Nitella furcata à 1 g pendant 5 mn, puis par ligature de l'extrémité
enrichie en cytoplasme à l'aide d'un fil de soie. Du réactif fluorescent 6-COOH-F
(6 carboxyfluoresceine) fut injecté à des cellules intactes, comme à des fragments
cellulaires [5]. Dans les cellules intactes, le réactif s'accumulait dans la vacuole en quelques
minutes [6]. Dans les fragments cellulaires, la complexité de la structure du cytoplasme [7]

devenait apparente (fig. 1, « et b). Il existait de grandes vésicules [5], de 10 à 200 um de
diamètre, où l'on n'observait aucune pénétration du réactif fluorescent pendant plusieurs
heures (fig. l,c et d). Ces vésicules n'étaient pas nécessairement sphériques. La cyclose du
cytoplasme marqué formait des motifs en forme de huit, entourant deux zones centrales non

Note présentée par Michel THELLIER.
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marquées (fig. 2). Dans les fragments cellulaires préparés depuis 24 h, des vacuoles commen-
çaient à apparaître; mais elles n'accumulaient pas le 6-COOH-F, alors qu'elles se coloraient
normalement au rouge neutre. Ce n'est qu'après plusieurs jours que les vacuoles accumulaient
le réactif fluorescent de la même façon que dans les cellules intactes. Le nombre de vésicules
présentes dans le cytoplasme diminuait au cours du temps, bien qu'il en "restât encore au
bout de 1 mois. Après 1 semaine environ, les cellules d'hiver tendaient à former de nouvelles
tiges, alors que celles de printemps et d'été formaient à la fois des tiges et des rhizoïdes.
Tout ceci se passait avec des fragments cellulaires restés j associés au complexe nodal. Les
fragments dépourvus de noeud commençaient par se comporter comme les précédents, et
formaient des vacuoles. Après environ 2 semaines, les parois cellulaires nouvellement formées
étaient devenues suffisamment résistantes pour qu'on puisse enlever les ligatures. A l'une ou
aux deux extrémités on distinguait des structures pointues (fig. 3 a), dont il est difficile de
reconnaître si elles résultaient de la façon dont la cellule avait été ligaturée ou si elles s'étaient
formées par la suite. Au cours des semaines, ces régions manifestaient une faible croissance,

en s'allongeant ou changeant de forme (fig. 3 b); mais il ne se formait ni tiges ni rhizoïdes,
bien que certains fragments aient survécu, avec une vigoureuse cyclose cytoplasmique,pendant
plusieurs mois.

La c}7close cytoplasmique correspond à un glissement du reticulum endoplasmique le long
de filaments d'actine [8]. La viscosité est d'une Poise [9]j Alors que la vitesse de cyclose
n'est pas affectée par une centrifugation à faible vitesse [10]^ la distribution du réactif fluores-

cent est 18 fois plus rapide dans les cellules intactes. Il est particulièrement remarquable que
ni les vésicules ni les vacuoles nouvellement formées n'accumulent le réactif fluorescent : ceci

signifie que la membrane entourant ces organites n'est pas du tonoplaste; il paraît plus
probable qu'elle dérive du reticulum endoplasmique [11]. On ne sait pas pourquoi de grandes
vésicules apparaissent dans le cytoplasme, d'autant qu'elles ne semblent pas participer à la
formation de la vacuole centrale. Il se peut qu'elles jouent ;un rôle dans la régulation du pH
cytoplasmique ([12], [13]). La survie, pendant plus de 1 mois, des fragments dépourvus du
noeud était inattendue; mais on n'a jamais observé que ces fragments aient formé de nouvelles
cellules, bien que contenant de nombreux noyaux dans 'leur cytoplasme. Du fait que la
réponse gravitropique de la cyclose est empêchée lorsque l'on supprime l'un des noeuds de
cellules de Nitellopsis [14], il se pourrait que les courants | externes (le long de fragments à

noeuds amputés ou non) coordonnent la croissance de l'entre-noeud.

INTRODUCTION. — The technique of gathering cytoplasm into one end of Chara or
Nitella internodal cell has been employed to obtain samples of cytoplasm [1] or to inject
aequorin [2]. The manufactureofcytoplasm-enrichedfragments by ligation and their use
for electrophysiological measurements was introduced by Hirono and Mitsui [3]. The
fragments were thought to provide a System with simplified compartmentation and
cytoplasm easily accessible to microelectrodes [4]. However, structural examination of
fragments revealed that the simplification of the compartments has not been entirely
successful [5]. From the time of centrifugation the fragments contained many vesicles
moving around with the cytoplasm. Some of thèse took up neutral red and turned
crimson, suggesting the présence of inward proton pumping. After a few days a large
central vacuole formed, similar to that in the intact cells. Thus the fragments provide

an excellent opportunity for observation of vacuole formation and gênerai recovery of
the cell's original physiology and morphology.
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MATERIALS AND METHODS. — In this investigation we were concerned with observing
the progress of the fragments over long time (days). The fragments made from Nitella
furcata internodal cells survived for longer periods than those manufacturedfrom Chara
corallina used in earlier experiments ([4], [5]). Most of the measurements were made in
the summer months of 1989-1990 and the young cells exhibited thin, transparent cell
walls which were free of epiphyte, and the structures inside the cells were easier to
photograph. Some measurements were also made in the winter and spring of 1990.

The préparation of fragments was similar to the procédure used for Chara [5].

Internodal cells about 10 cm long were centrifuged at ~1 g (plus the normal earth
gravity, of course), for 20 min. The cells were then wilted and the cytoplasm-rich
portion tied off with a silk thread. To prépare nodeless fragments, the intact cell was
wilted and one node tied off. Upon recovery, as judged from streaming rate (sometimes
the cells were left overnight), the cells were centrifugedas with the node-on fragments. In
most fragments the wall re-formed after about 2 weeks and the ligations could be
removed by pulling firmly.

The intact cells used as controls in microinjection experiments included the latéral
branch cells, which were 5 mm long, close to the length of the fragments. In both
intact cells and fragments the 6-COOH-F (6 Carboxyfluorescein) was microinjected as
previously described [5] except that négative current puises of —400 nA were used. For
most experiments the cells and fragments were stored in artificial pond water (APW),
which consisted from 0.1 mM KC1, 1 mM NaCl, 0.5 CaCl2, 1 mM HEPES and NaOH
to adjust pH to 7.5.

The fragments were observed and photographed through Zeiss Orthoplan microscope
set up for fluorescence. The yellow fluorescence of 6-COOH-F was observed using a
filter combination resulting in blue excitation (KP 490 with a TK 510 dichroic bearn
splitting mirror and K 515 suppression filter, Zeiss, Wetzlar, Germany). The photo-
graphs were taken on Ektachrome (Eastman Kodak) film, 1,600 ASA.

RESULTS. — Intact cells. — The internodal cell was characterised by the présence of
an upwards (toward the apex) and basally directed cytoplasmic stream separated by the
helical "neutral line". Cytoplasm-injected 6-COOH-F travelled in the injected stream
(to the left or to the right in a detached horizontal internode) without crossing the
neutral zone and changed direction beneath the node. The cytoplasm revealed a complex
substructure, consisting of visible domains of lesser or greater staining intensity, some
of which appeared to remain cohérent as the cell was traversed [6]. The probe was
compartmented into the vacuoles of 5 mm internodal cells in 10-13 min. (» = 5). The
fluorescence of 6-COOH-F dépends on the pH and a clear colour change from brilliant
to dull yellow indicated compartmentation. The probe did not reveal any substructure
in the vacuole apart from small irregular bodies and droplets which stained
intensely. The vacuole was revealed as a dynamic organelle whose boundaries appear
to ripple in concert with cytoplasmic streaming.

Fragments. — In freshly manufactured fragments the injected probe moved either
toward the node ofthe ligated end before changing direction (similarly to intact cells). In
Figure la a fragment is shown 30 min. after ligation and few minutes after injec-
tion. Figure 1 b follows the same fragment after 15 min., when the dye distributed more
evenly through the fragment. Figure 1 c was taken straight after b and shows vesicles
in the cytoplasm which do not admit the dye. Figure 1 d depicts a différent fragment
of similar âge, to show that the vesicles are not always sphericaland sometimescongregate
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in a sponge-like structure near the neutral zone. Repeated circulations of stained
cytoplasm formed a "figure-of-eight" configuration (due to the helical arrangement of
the cytoplasm-propellingmechanism along the cylinder of the cell) enclosing two central
unstained régions which revolved in the cytoplasm (see Fig. 2). In further contrast to
intact cells after about 3 hrs. the probe appeared evenly distributed throughout the
cytoplasm, without the normal appearance of the vacuole and without entering the
vesicles.

Fragments which were up to 24 hrs. old still showed vacuoles not readily accessible to
6-COOH-F. Such vacuoles stained normally with neutral red. After several days,
however, the vacuoles became larger and the dye entered1 them in minutes, similarly to
intact cells. The number of vesicles in the cytoplasm diminished. On one occasion a
vesicle was seen disintegrating in the streaming cytoplasm. The rate of streaming was
not affected by this event. However, even after a month; some large vesicles could still
be seen. After a week or so the winker cells tended to form new shoots, the spring and

summer cells produced shoots and rhizoids. Thèse grew from the node complex and
established new plants.

The nodeless fragments behaved in a similar fashion in the early stages and formed
vacuoles. After about 2 weeks, the newly laid cell wall became strong enough and the
ligations could be removed. One or both ends exhibitedpointed structures (Fig. 3 a). It
is not clear whether thèse resulted from the way the cell was ligated or whether they
formed afterwards. Over weeks thèse régions exhibited ilimited growth, elongating or
changing in shape (Fig. 3b). No shoots or rhizoids formed, although some fragments
continued to live and stream vigorously for several months.

DISCUSSION. — The substructural domains visible in the streaming cytoplasm of the
intact cells hâve been described previously [7]. In the fragments the mass of the cyto-
plasm is much greater and the structure is even more obvious (see Fig. 1). The vacuole-
like space forms almost immediately after fragment manufacture (see Fig. 1).

Cytoplasmic streaming in charophytes involves the binding and sliding of endoplasmic
reticulum (ER) along actin filaments [8]. This process is less efficient in the freshly
made fragments, which consist almost entirely of cytoplasm. The viscosity ofcharophyte
cytoplasm is 1 Po [9], one thousand times that of water and sufficient to limit
diffusion. While the streaming rate is not affected by low speed centrifugation [10], the
dye distribution in intact cells is 18 times faster. This behaviour in intact cells arises
from the intimate relationship of the vacuole and cytoplasm, which facilitâtes rapid re-
distribution of the negatively charged hydrophilic molécule into the acidic centre of the
cell. The pH gradient between cytoplasm and vacuole suggests that negatively charged
probe should be compartmented by the cytoplasm rathér than by the vacuole, so its
uptake may be active. Without the vacuole this uptake does not occur and the mixing
in the central région is retarded. It is puzzling that both the newly formed vacuoles
and the vesicles remain free of dye for hours. This suggests that the membranes
surrounding the new vacuole and the vesicles are différent to the tonoplast, at least
initially. The ER seems to be an obvious condidate [11].

Why do the large vesicles form in the cytoplasm? They do not seem to play a part in
the formation of the central vacuole. On the other hand some cultures of Nitella
flexilis hâve been observed to hâve many vacuoles (similar to our vesicles) without
centrifugation [12]. So perhaps the vesicles can fulfil the rôle of a central vacuole, if the
cell does not succeed in making one. They can certainly pump in H+ [5] and so
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possibly contribute to cytoplasmic pH régulation. This rôle might be important, as the
cytoplasmicbuffering capacity déclines at low pH [13] and thé plasmalemma pumps hâve
much greater volume of cytoplasm to look after. Another function for the vesicles
could be associated with keeping Ca++ concentration low in the cytoplasm. However,
the observed bursting of a vesicle was not associated with disturbance to cyclosis and
this seems to contradict the idea.

The process of recovery is complète when the formation of rhizoids and shoots

occurs. It is interesting that rhizoids form less frequently in the winter cells. This
finding further highlights the différences between winter and summer cells [6]. The
growth of new plants is not a surprise, as excised nodes are sufficient for this

process. The survival of the nodeless fragments for more than a month is somewhat
unexpected. Such a System probably constitutes the largest single isolated living plant
cell ! So far the nodeless fragments hâve not been observed to form new cells, although

many nuclei are présent in the cytoplasm. Their growth is limited and lacks
direction. A récent paper by Wayne et al. [14] describes a gravitropic response in
velocity of streaming in vertical cells of Nitellopsis. This response is disrupted when

even one node is amputated. A comparison of external currents around nodeless and
node-on fragments might yield the signal that coordinates the growth of the internode.

Note remise le 14 juin 1991, acceptée le 9 juillet 1991.
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EXPLANATIONOF THE PLATE I

Fig. 1. — (a) A fragment manufacturedfrom a young internodal cell of Nitella. The injection of 6-COOH-F

was performed 30 min. after centrifugation and ligation. The picture was taken 5 min. after injection.

Note large "empty" space with no dye. This empty space mbved around with the streaming.

Bar=650 um. After 15 min. the dye was distributedmore evenly, but domains in the cytoplasm were still

visible (b). Bar= 650 um (c). The vesicles in the cytoplasm, however, still did not admit the dye. This

photograph was taken immedialely after (b). Bar=20 um. (d) Another example of the vesicles not admit-

ting the dye. This fragment was freshly made and photographed 5 min. after injection. Note that the
vesicles in this fragment are elongated rather than spherical. Bar = 20 \aa. Fluorescence microscopy.

Fig. 1. —
(a) Fragment cellulairepréparé à partir d'une jeune cellule internodale de Nitella: une injection de 6-

COOH-Fa été faite 30 mn après centrifugationet ligature de la cellule,- et la photographie a été prise 5 mn
après l'injection; on note la présence d'une zone importante où ne pénètre'.pas le réactif; celle zone « vide » se
déplace suivant la cyclose cytoplasmique. (b) Après 15 mn, la distribution du réactif tend à devenir plus

homogène, bien que l'on continue à pouvoir distinguer différents domaines dans le cytoplasme, (c) Dans une
photographieprise immédiatement après la précédente, on constate que le' réactifne pénètre toujourspas dans

les vésicules cytoplasmiques. (d) Dans un fragmentpréparé et photographié 5 mn après l'injection, on constate
à nouveau que le réactifne pénètre pas dans les vésicules; on note égalementque, dans cefragment, les vésicules

sont allongéesplutôt que sphériques. L'échelle est donnée par les barres veriicaes, correspondantà 650 UM pour
lesphotographies (a) et (b), et 20 un;pour (c) et (d).

Fig. 2. — 30 min. old fragment, 8 min. after injection of 6-COOH-F. There are two distinct empty areas,
arising in the quiescent zones of the cytoplasmic streaming which traces the "figure-of-eight" pattern.
Bar =400 um. Fluorescence microscopy. i

Fig. 2. — Fragment cellulaire préparé depuis 30 mn et observé 8 mn après injection de 6-COOH-F. On distingue

deux zones vides de réactif. Elles apparaissent dans les zonescalmesde cyclose cytoplasmique,faisant apparaître

un motif « en forme de huit ». Les observationssont faites en microscopie de fluorescence. La barre verticale

correspondà 400 um. !

Fig. 3. — (a) The nodeless fragment, which survived for about three months. The fuzzy appearanceis caused

by epiphytes. Note the way the chloroplast rows curve round at the right end. This end also forms a
point (arrow). Bar=l mm. (b) The pointed end of the nodeless fragment exhibiting limited growth.

No chloroplasts are laid in this new part of tlie cell. The fuzzy area is again due to epiphytes.

Bar=5 um. Light microscopy. ;

Fig. 3. —
(a) Fragment cellulaire dépourvu de noeud, et dont la durée de survie est d'environ 3 mois; l'aspect

floconneux est dû à la présence d'êpiphytes; noter lafaçon dont les rangs de chloroplastestendent à s'enrouler,

à la partie droite de la photographie; cette extrémité forme également une pointe (marquée par la fléché),

(b) Extrémité pointue d'un fragment dépourvu de noeud et présentant une croissance limitée; on ne trouve pas
de chloroplastesdans cette partie nouvellement formée de la cellule; l'aspect-floconneux est dû à nouveau à la

présence d'êpiphytes. Les observationssont faites en microscopie optique. L'échelle est donnée par les barres

verticalescorrespondantà 1 mm et 5 \un pour les photographies (a) et (b) respectivement.
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Physiologie cellulaire végétale/'Plant Cell Physiology

Une nouvelle activité enzymatique au niveau des lutoïdes
du latex à'Hevea brasiliensis Mull. Arg. : L'ATP-ÂMP-

phosphotransférase

Isabelle NAUD, Christophe BRUGIDOU, Zalcia AMALOU et Bernard MARIN

Résumé — Le latex d'Hevea brasiliensis contient une fraction membranaire, vésiculée, équivalente
au système vacuo-lysosomaldes végétaux supérieurs. Elle est décrite sous le vocable de lutoïdes.

Maintes fois, il a été rapporté une activité ATPase membranaire, mesurée par la libération du
phosphate à partir de l'ATP hydrolyse. Dans cet article, il est proposé de l'étudier en suivant
l'évolution du pool adénylique au cours de la réaction, en séparant simultanément les différents
adénylates par chromatographie liquide haute performance.

Forceest de constaterque la corrélation existant entre l'ATP hydrolyseet l'ADP forméne résulte
pas de la simple activité ATPase membranaire jusqu'à présent identifiée. Il est suggéré l'existence
d'autres activités enzymatiques membranaires utilisant l'ATP comme substrat. Il est évoqué l'exis-
tence d'une activité adénylate-kinase (E.C.2.7.4.3.). La synthèse d'une molécule d'ATP se ferait à
partir de la condensation de deux molécules d'ADP. Il en résulterait l'apparition d'une molécule
d'AMP. Comme l'Ap5A s'avère un inhibiteur efficace de cette réaction, il s'agirait d'une activité
ATP-AMP-phosphotransférase.

L'équipement enzymatique de la membrane lutoïdique permettrait de mieux utiliser l'énergie
disponible dans les différents transferts bidirectionnels de solutés entre le cytoplasme et le milieu
vacuolaire.

A new enzymatic activity lutoidal membrane from latex of Hevea brasiliensisMull.
Arg.: ATP-AMP-phosphotransferase

Abstract — The latex o/Hevea brasiliensisMull. Arg. containsa vesicular membranefraction called
lutoid, which can be regarded as the équivalent of the vacuolar comparimentofhigher plant cells.

Among the différent enzymaticactivities describedas a intrinsiccomponent of the lutoidalmembrane,
an ATPase activity lias been characterized. This activity could be studied on lyophilized material
without loss of activity. In this paper, this activity was examined using an HPLC séparation and
quantification of adenylic nucléotides.

Our results suggested the existence of additional activities which can use ATP as substrate. Thus,
one of them lias been characterized as an adenylale-kinase. When ADP was added to a lutoid
suspension, AMP appearance and concomitant ATP synthesis were observed. A stoichiometrycould
be suggested as follows: 2ADP-* IATP+1AMP. This reaction was inhibited by Ap5A. Such
activity could be regarded as an ATP-AMP-phosphotransferase. No report has been publishedup to
now on the occurrence ofa lutoidalphosphotransferaseactivity in Hevea latex.

The enzymatic équipaientofthe lutoidic membrane couldbe considered as efficientfor an optimization
ofthe energy-consumingSystems involved in the bidirectionaltransfert ofsolutés between the cytoplasm
and the intra-vacuolarmédium. This enzyme could takepart in a régulation process ofATP régénéra-
tion, supplying the substratefor the ATPase activity.

Abridged English Version — The latex of Hevea brasiliensis Mull Arg. (rubber tree) consists
of the fluid cytoplasmic content of the laticiferous cell. Lutoids are identified as a vesicular
fraction which, according to enzymatic and cytological criteria, can be regarded as équivalent

to the vacuolar compartment of higher plant cells ([l]-[2]).

MATERIAL AND METHODS. — Latex was obtained from selected trees of Hevea brasiliensis
(clone GTX) growing on the expérimental plantation of I.R.C.A. (Institut de Recherches sur
le Caoutchouc en Afrique, Bimbresso, Ivory Coast, Africa). The lutoids were prepared
according to [3]. Finally, the organelles were dispersed in a buffered médium containing
25 mMMES, 25 mMHEPES, 1 mMDTT, 1 mMEDTA and 5 mM MgS04, adjusted to
pH 7.0 with Tris-base. The procédure used allowed the préparation of a highly purified
tônoplast membrane fraction that corresponded to a population of tightly sealed vesicles.

Note présentée par Alexis MOYSE.
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Membrane suspension was sampled for the estimation of ATPase activity by différent
methods [3]. On the other hand, this activity was calculated from the adenylate détermina-
tions carried out according to M. Hill et al. ([7]-[8]). Proteins were estimated by the method
of M. Bradford modified by M. Hill et al. [8]. i

RESULTS AND DISCUSSION. — Some enzymes are bound to the lutoidal membrane, especially

an ATP-hydrolyzing enzyme (ATPase) which has been well characterized [4] and a
NADH2-cytochrome c-oxydoreductase which has been described recently [5]. Thèse two
enzymes were involved in the transport of protons across thé membrane [5]. They contribu-
ted to the energization of this membrane producing a transmembrane protonmotivepotential
différence positive inside ([4]-[6]).

For Hevea latex, we hâve used a new and more spécifie method to estimate the tonoplast
ATPase activity: the HPLC séparation and quantification of adenylic nucléotides
([7], [8]). It is possible to follow the simultaneous measurement of changes in adenylic
nucléotides during ATP hydrolysis.

Lutoids contained an acid phosphatase activity which cari be inhibited completely in the

présence of 0.1 mM ammoniummofybdate [9]. In thèse conditions, with lyophilized lutoids,

any ATP-consuming activity could be characterized. The HPLC method revealed a lack of
stoichiometry between ADP formation and ATP hydrolysis. The expected ratio ATP/ADP

was never equal to 1. A slight release of AMP was also observed. ATP seemed to be
degraded into ADP and AMP. When ADP was added, AMP and ATP followed a parallel
increasing course. AMP appearance and concomitant ATP synthesis were inhibited by
Ap5A (M. Marin, résultats non publiés). Such a molécule did not inhibit lutoidal
ATPase. On the other hand, it inhibited any adenylate-kinase activity described as an ATP-
AMP-phosphotransferase[12]. Consequently, the formation of AMP could be the resuit of

an ATP-AMP-phosphotransferaseactivity associated with the lutoidal membrane.
Such activity was regarded as ubiquitous [14]. In plant cells, the existence of différent

molecular species of adenylate kinase has been suspected for a long time. For example, in

green leaves, a large proportion (about 50 %) of this activity is contained in the choroplasts,
especially in the stroma [14]. Recently, in other tissues, some activity was localized in the
mitochondria. Nevertheless, in thèse two cases, a part of this activity was tightly bound to
the membrane, the envelope of the chloroplasts and the inner membrane of the mitochondria,
respectively. Such enzymes could represent a significant part of the membrane proteins.
The preliminary results reported in this paper contributed to ascribe the occurrence of such

an enzyme in an other cellular membrane, the tonoplast.
Consequently, adenylate nucléotides could play a key rôle in energy transduction as cou-

pling agents in most metabolic séquences even in the latex of Hevea brasiliensis. The rôle
of adenylate kinase in the translocation of adenylates between the cytoplasm and the intrava-
cuolar médium could be more important than expected.

INTRODUCTION. — Le tonoplaste des végétaux supérieurs est fort mal connu du fait
des problèmes liés à son isolement et à son caractère natif [1]. Or, le latex à"Hevea
brasiliensis est le seul matériel biologique qui puisse permettre d'obtenir une membrane
biologique ayant des propriétés voisines de ce tonoplaste sans avoir perdu ses propriétés
natives [2]. Dès lors, il devient possible de mieux caractériser cette membrane.

Ainsi, il a été mis en évidence des activités vectorielles bées au fonctionnement de
l'adénosine-triphosphatase (ATPase) [14] et de la NADH2-cyt c-oxydoréductase[5].
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Depuis, cela a été observé chez de nombreux autres végétaux supérieurs [6]. Toutefois,
du moins, pour ce qui concerne l'activité ATPase, en particulier, lorsque cette dernière

est mesurée par HPLC, le bilan nucléotidique suggère l'existence d'une activité ATP-
AMP-phosphotransférase (plus communément appelée adénylate-kinase, E.C.2.7.4.3.).

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Matériel végétal et préparation des lutoïdes. — Le latex d'Hevea brasiliensis

Mull. Arg. est récolté en pratiquant une saignée sur une quarantaine d'arbres de même âge [3]. Il est recueilli

directement dans un flacon d'Erlenmeyer, refroidi par de la glace, sur place. Il est centrifugé à 15 000 g pendant
15 mn, à 4°C. Le sédiment, riche en lutoïdes, contient aussi des particules de Frey-Wyssling. Quatre lavages

successifs sont effectuéspour les éliminer. Le dernier culot est lyophilisé dans une boîte de Pétri.

Préparation de la suspension lutoïdique. — 50 mg de lutoïdes lyophiliséssont mis en suspension dans 5 ml de

TpR (25 mM MES, 25 mM HEPES, 1 mM DTT, 1 mM EDTA et 5 mM MgS04, pH ajusté à 7,0 par addition

de Tris-base). Cettepréparationest impérativement effectuéeà 4°C. La réimbibition dure 30 mn. La suspension

est homogénéiséeà l'aide d'un broyeurdu type Potter, la rotation du piston en téflon n'excédant pas 100 tr/mn.

La suspension est centrifugée à 4500 g pendant 5 mn à 4°C. Le sédiment est repris par 10 ml de milieu TpR.
Après deux lavages, les lutoïdes sont remis en suspension dans 3 ml de milieu TpR sans Mg2+ et conservés

dans la glace jusqu'au moment de leur utilisation.

Dosage de l'activité enzymatique. — Chaque échantillon est préparé dans un milieu TpR sans Mg2+
, en

présence ou non de 0,1 mM (NH4)6Mo7024. Selon la nature de l'essai, le substrat est ajouté à la concentration
finale indiquée dans le texte. Pour la mesure de l'activité ATPase, il est ajouté du MgS04 de façon à obtenir

une concentration finale de 6 mM. Le milieu d'incubation est ajusté à pH 7,0 par addition d'une solution

saturée de Tris-base.
Chaque essai est incubé dans un bain thermorégulé sous agitation à 30°C. La réaction enzymatique est

stoppée par l'addition d'un volume égal d'acide trichloracétique préparé à 4 % (vol./vol.) à 0°C. Une fois les

protéines précipitées, elles sont éliminées par centrifugation. Chaque surnageant est congelé à —30°C. Il est
neutralisé par l'additionde NaOH2N, une fois décongelé, juste avant l'analyse du pool adénylique par HPLC.
L'activité ATPase est exprimée en nmoles d'ATP hydrolyséespar minute et par milligrammede protéines.

Déterminationdu pool adénylique. — La méthode employée s'inspire de celle décrite par M. Hill et coll. [7].

A l'aide d'un auto-injecteur « Philips PU4700 », 25 ul sont déposés sur un ensemble chromatographique
composé d'une précolonne « Brownlee RP-18 » (7 um, 3,2 x1,5 mm) et d'une colonne « Supelcosil LC-
18-DB » (5 um, 150x4,6 mm). Au préalable, l'ensemble a été lavé par un milieu tamponné constitué de

100 mM KH2P04 et de 25 mM TBAHS, ajusté à pH 7,0 par addition de NaOH. L'élution se fait avec ce
même milieu,en présencede méthanol (18 % (vol./vol.)).Le chromatographehautepression « Philips PU 4100 »

assure un débit,de 1 300 ul par minute à la température ambiante. L'éluat est analysé à 254 nm avec le détecteur
«Philips PU4021 ».

Dosage des protéines. — La méthode suivie est celle décrite par M. Bradford et modifiée par M. Hill et
coll. [8].

RÉSULTATSET DISCUSSION. — Validitédes conditions employéespour la mesure de l'activité
ATPase lutoïdique. — Par commodité, très souvent, il est rendu compte de l'activité
ATPase en suivant la libérationdu phosphatedans le milieu d'incubation [8]. Or, souvent,
il n'est pas tenu compte de la stabilité du phosphate inorganique en milieu acide, une
étape limitante dans la plupart des techniques colorimétriques employées jusqu'à présent.
D'où le développement de tout un ensemble de méthodes pour mesurer l'hydrolyse de
l'ATP (systèmes couplés régénérant l'ATP, libération de 32P à partir de [y-32P;]-ATP,

etc.). Une étude préliminaire de cette nature a été effectué sur le latex cTHevea. Il est
vérifié que les résultats obtenus sont équivalents quelle que soit la méthode employée.

Par ailleurs, l'étude de l'ATPase tonoplastique n'est pas sans poser quelques problèmes
d'identification lorsque l'activité phosphatase acide (Pase) est importante. Les propriétés
lysosomales du compartiment vacuolaire des végétaux supérieurs ont été identifiées depuis
longtemps [9]. Les activités vacuolaires hydrolysant l'ATP sont fort nombreuses et mal
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connues. Les activités phosphomonoestérase,phosphodiestérase,polyphosphatase et ribo-
nucléasiques lutoïdiques dégradent l'ATP (B. Marin, résultats non publiés). Leur dépen-
dence vis-à-vis du pH (5,0-5,5) les différencie de l'activité ATPase membranaire (6,8-7,0).

La membrane lutoïdique ne présente aucune activité Pase significative en présence de
molybdate d'ammonium employé à la concentration de 10,1 mM. Ainsi, en son absence,
l'activité hydrolysant l'ATP atteint 28 nmoles/mn/mg de protéines. Par contre, en sa
présence, l'activité mesurée n'est plus que de 2 nmoles/mn/mg de protéines. Cette hydro-
lyse d'ATP non spécifique est imputable à l'activité Pase acide adsorbée sur la membrane
lutoïdique [10]. Dès lors, dans ces conditions expérimentales, il est possible de mesurer
une activité membranaire (lutoïdique) hydrolysant l'ATP.

Utilisation de la technique HPLC pour mesurer l'activité ATPase lutoïdique. — La
méthode de M. Hill et coll. ([7]-[8]) permet d'estimer une activité hydrolytique de l'ATP
à partir de l'évolution du pool des nucléotides adényliques (AMP, ADP, ATP) au cours
de l'incubation. Des essais préliminaires effectués avec différentes activités ATPase le
prouvent (M. Marin et B. Marin, résultats non publiés). Il s'agit donc d'une méthode
fiable donnant des résultats répétitifs et significatifs. Dès lors, à tout moment, il sera
possible de corréler la vitesse de formation d'ADP (par son apparition) à la vitesse
d'hydrolyse d'ATP (par sa disparition).

Or, l'activité ATPase s'avère différenteselon le mode utilisé pour l'exprimer : 21 nmoles
d'ADP formées pour 34 nmoles de P; résultant de l'hydrolyse de l'ATP. Par voie de
conséquence, la vitesse de formation d'ADP et la vitesse; d'hydrolyse d'ATP ne sont pas
équivalentes. Cette différence n'est pas liée à la méthodologie employée mais au matériel
biologique. Une telle différence n'est jamais observée avec une activité membranaire
partiellement purifiée (M. Marin et B. Marin, résultats non publiés).

Lors de l'incubation, lorsque l'ATP est remplacé par de l'ADP, à la même concentra-
tion, toujours en présence de Mg2+, au bout de 60 mn, le contenu en ADP de la
suspension prélevée a diminué de 350 nmoles (fig.). Or, parallèlement, pendant le même
temps, les contenus en ATP et en AMP augmentent respectivement de 142 et de
218 nmoles.

Ces variations du contenu adényliquede la suspensionlutoïdique ne sont pas observées

en présence d'Ap5A (M. Marin, résultats non publiés). Cette molécule n'est pas un
inhibiteur de l'activité ATPase lutoïdique. Par contre, elle s'avère efficace sur les différen-
tes activités adénylate-kinasedécrites jusqu'à présent ([11]-[12]).

Ainsi, en présence de Mg2+, il est observé, parallèlement à la disparition de l'ADP,
une apparition d'ATP et d'AMP dans un rapport 2/1/1. Cette proportionalité n'est
jamais observée en absencede cation divalent dans le milieu réactionnel. Cette dépendence
vis-à-vis du magnésium et un tel rapport suggèrent l'existence d'une activité adénylate-
kinase, souvent décrite dans le monde animal.

CONCLUSIONS. — La membrane lutoïdique dispose d'un équipement enzymatique plus
complexe qu'il n'apparaît a priori. Certes, il existe une activité ATPase pompe-à-
protons [4] mais aussi d'autres activités enzymatiques dont les nucléotides adényliques
seraient, soit les substrats, soit les produits de la réaction. Dans ces conditions, il est
mesuré un bilan des produits de ces réactions.

L'emploi de la technique HPLC, adaptée, éprouvée et optimisée pour ce matériel
biologique permet de mettre en évidence un type d'activité, l'activité adénylate-kinase,
qui n'avait jamais été mis en évidence jusqu'à présent suri ce matériel biologique. De par
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son inhibition par l'Ap5A, il s'agirait davantage d'une activité ATP-AMP-phosphotrans-
férase([ll]-[12]).

Ce type de résultats est à rapprocher de ceux décrits par M. Hill et coll. sur le
tonoplaste de Catharanthus roseus [13]. De par ses propriétés, cette activité semble
différente des autres types d'activité adénylate-kinasetrouvés chez les végétaux supérieurs.
Selon la nature des tissus, la répartition cellulaire de cette activité s'avère différente [14].

Ainsi, dans une feuille mature, près de 50 % se trouvent dans les chloroplastes, le

stroma plus particulièrement. Dans d'autres cas, elle se trouve essentiellement dans les
mitochondries. Mais, ce qui semble le plus important, c'est qu'il existe une faible partie
de cette activité associée aux membranes de ces organites. Elle a été décrite associée à
l'enveloppe des chloroplastes. Elle serait une composante de la membrane interne des
mitochondries. Dès lors, il ne serait pas surprenant de la retrouver dans l'équipement
enzymatique d'autres membranes cellulaires comme le tonoplaste. Les résultats décrits
dans ce papier l'indiquent clairement. Ils confirment ceux obtenus sur le tonoplaste de
Catharanthus roseus ([7]-[8]). La membrane lutoïdique du latex à'Hevea brasiliensis a
longtemps été considérée comme représentative d'un système vacuo-lysosomal ([2], [10]).

Depuis, elle a été souvent considérée comme trop spécifique pour être représentative du
tonoplaste des végétaux supérieurs. Toutefois, ce point de vue mériterait une réflexion
plus approfondie.

Dans l'état actuel de nos connaissances sur ce matériel, il devient essentiel de caracté-
riser son rôle dans la compartimentation des nucléotidesentre le cytoplasmeet la vacuole.
Dans le contexte du fonctionnement biochimique et physiologiquede la cellule laticifère,
le contenu en nicotinamidesréduits limite la synthèse d'un poly-isoprèneéconomiquement
important, le caoutchouc naturel [15]. D'autres effecteurs de la voie polyisoprénoïde
existent. Ils sont l'objet d'un transport directionnel entre le cytoplasme et le milieu
vacuolaire [16]. Par ailleurs, dans la mesure où le mécanisme de leur transporteur
tonoplastique est connu, il s'avère entraîné par au moins l'ATPase membranaire [17].

Dans ces conditions, l'estimation du pool nucléotidique et celui de la charge énergétique
constituent deux paramètres essentiels pour une meilleure connaissancede la productivité
de YHevea brasiliensis.

On pourrait aussi, dans un tel contexte, évoquer les mécanismes liés au recyclage de
l'ADP en ATP, une hypothèse qui pourrait être vérifiée avec ce matériel non dégradé.
Sa vérification remettrait en cause la plupart des bilans énergétiques calculés pour rendre
compte des différents transports actifs au niveau du tonoplaste des végétaux supérieurs.

ABRÉVIATIONS. — ADP : adénosine-5'-diphosphate. AMP : adénosine-5'-monophos-
phate. AP5A

:
P1, P5-di(adenosine-5')-pentaphosphate. ATP: adénosine-5'-triphos-

phate. cytc : cytochrome c. DTT : 1,4-dithiothrétiol.EDTA : acide (éthylène-dinitrolo)-
tétraacétique. HEPES : acide 4-(2-hydroxy-éthyl)-l-pipérazine-éthane-sulfonique.HPLC :

chromatographie liquide haute performance.MES : acide 2-(N-morpholino)-éthane-sulfo-
nique. NADH2 : p-nicotinamide-adénine-dinucléotideréduit. Pase : phosphatase acide.
PNP : para-nitro-phénol. TBAHS : tétra-zz-butyl-ammonium hydrogène sulfate. Tris-
base : tris-(hydroxyméthyl)-animo-éthane.

Les auteurs remercient,pour leurs conseils judicieux, Jean-Louis Jacob et Jean-Claude Prévôt (I.R.C.A.). Ils
ont apprécié aussi l'assistance technique, chaleureuse,de Jacques Chanut (ORSTOM).

Note remise le 15 octobre 1990, acceptée après révision le 5 juillet 1991.
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Cinétique de l'évolution du contenu nucléotidique au cours d'une incubation. Chaque essai représente la

moyenne de quatre répétitions faites dans les mêmes conditions expérimentales. Il représente le contenu
nucléotidique d'un échantillon de 25 ul analysé par HPLC selon le protocole décrit dans la partie Matériel
et Méthodes.

Changes in the level ofadenine nucléotides during the incubationofhevea lutoidic vesicles. The data points for
each nucleotide represent the mean offour experiments. The adenylate content ofa 25 u/ sample is analyzed
by HPLCaccording to the procédure describedin Materialand Methods.
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Agronomie/Agronomy

Détermination d'un niveau de sécheresse sur des couverts
prairiaux à partir de valeurs radiométriques visible

et proche infrarouge

Marc BENOIT, Jean-François THOMAS et Colette M. GIRARD

Résumé — Les différentes étapes de la mise au point d'un estimateur du niveau de sécheressede
prairies permanentes sont présentées. L'établissement de l'estimateur se fait à partir de données de
réflectancemesuréessur le terrainen Lorraine, il est ensuite comparé avecdes données de Normandie.

Déterminationof dryness of grasslands: use of fïeld radiometric data from visible
and near infrared

Abstract — Différent steps for elaborating an estimate of dryness ofgrasslandsfrom field spectral
réflectancedata measured in Lorraine are presented and comparedwith Normandy data.

AbridgedEnglish Version — I. INTRODUCTION. — Over the past 4 years dry periods hâve
modified grassland species growth [1] and lessened grass production. A non-destructive
estimate was elaborated using field data collected in Lorraine in 1986 and 1987 to détermine
the dtyness of grasslands. This method is based on spectral réflectance characteristics ([2],
[3], [4]).

II. METHOD. — The test site and field data collection hâve already been presented [5]

and [6]. Data concern 38 grasslands with 200 sets of 5 measurements. Data handling and
processing were performed at Mirecourt (Vosges). Data analysis consisted of research of
relationships between green and dry matter versus réflectance measurements, through simple
and multiple régressions (Excel, Cricket Graph and Cartography 2D programms).

III. RESULTS. — Différent descriptors of water content may be used. The coefficient
J= (GM—DM)/GM (GM= green matter, DM= dry matter) was selected as more sensitive

to dry situations. Red (R) and near infrared (IR) wavebands, poorly correlated and sensitive

to chlorophyll state of végétation [4], were selected. Régressions between J values versus R
and IR réflectances as well as réflectances ratios: IR/R, (IR — R)/(IR+R) (ND), were then
computed. The following simple régressions:

Y0= 0.026 IR/R+ 0.4783, r=0.70;
Y 1 = 0.7902 ND +0.1015, r = 0.78;

and multiple régressions:
Y2= -0.022R+0.0049IR+0.59, r= 0.8137;
Y3=-0.001R'-0.001R2 + Û.Q048IR+ 0.51,.>:= 0.82i3,

were then compared. Y 2.and. Y 3 were selected as presenting the higher corrélation
coefficients»'. The histograms (Fig-f) .of. Y2 and Y 3 values compared to J are radier
similar. Their efficieric'y in 'classifying the dryness of grasslands was compared in order to
sélect the better one. It is performed on the basis of 5 dryness classes: very wet, wet,
normal, dry, very dry. Thèse classes may be recognized in the field through grassland
physiognomy and species phenological states, while the limits are determined by die Jenks
method [7]: the sum of standard errors within each class must be minimum. Y 2 and Y 3

Note présentée par Alexis MOYSE.
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classifications are compared to J (Fig. 2) with similar results: Y 2: 56 % grasslands well
classed (shift 0) and 94% one class discrepancy (shift -1; +1); Y 3: 52% (shift 0) 95%
shift (—1; +1). An overestimation of dryness state is noted both for Y2 and Y3 (higher
with Y 3); Y 2 was selected as a better estimate.

IV. TESTING AND CONCLUSION. — The model was tested and its possible use for other
grassland areas was evaluated with data measured in Pays d'Auge (Calvados) between August
the 9 and 14th 1990. Due to severe drought conditions at this period, dryness was only
identified from field observations in four classes: wet, normal, dry and very dry. Y 2 values,
computed from the field réflectance data, were compared to drç'ness classes on the basis of
Lorraine's results: 74% correctly classified, 26% one class discrepancy (dry instead of very
dry) [8]. Once again underestimation of dryness state by| Y 2 is evidenced although the
error is low. i

INTRODUCTION. — La succession depuis 1986 d'années jà épisodes anormalement secs,
est illustrée par les chiffres suivants de la station météorologique de Mirecourt (Vosges),
rattachée au réseau STEFECE (I.N.R.A.) :

— moyenne annuelle sur 30 ans : 890 mm avec 320 mm pour la période du 31 mai au
15 août;

— 1986 : 1 099 mm, avec 146 mm du 31 mai au 15 août (année sèche) ;

— 1987 : 908 mm, avec 354 mm pour la même période; estivale (année normale).
Ces épisodes secs influent sur les prairies permanentes en ralentissant la croissance des

espèces herbacées [1], nous avons donc recherché une méthode rapide d'appréciation du
niveau de sécheresse des couverts et proposé une détermination à partir de données de
réflectance spectrale, s'appuyant sur les travaux de Colwell, Pearson, Miller et Tucker
([2], [3], [4]). |

Plus qu'une simple constatation d'une différence d'état d'une année à l'autre, c'est
l'évaluation du niveau de sécheresse des couverts herbacés qui est recherchée, car il
conditionne les ressourcesprairiales et permettraitensuite d'évaluer des niveaux de déficit
de production.

I. MATÉRIEL ET MÉTHODES. — (A) Données de terrain. — La région étudiée, située en
Lorraine a déjà fait l'objet d'une présentation succincte [5], de même que le protocole de
mesures : masse de matière fraîche (MV), masse de matière sèche (MS), réflectances
spectrales en visées verticales dans les canaux SPOT avec le radiomètre « Cimel » [6].

(B) Traitementdes données. — On dispose pour les 38 parcelles étudiéesde 200 groupes
de 5 mesures (multidates, réparties de fin avril à fin septembre en 1986 et 1987, à 10 jours
d'intervalle au moins). La saisie des données sur ordinateur est effectuée grâce aux
logiciels Excel et Cricket Graph, le logiciel Cartographie 2D étant utilisé pour une partie
du traitementstatistique et la visualisationde certains résultats (travail réalisé à Mirecourt
sur ordinateur Macintosh+ ).

(C) Analyse des données. — Elle consiste en la recherche de relations entre mesures de
matière sèche et mesures de réflectance par des régressions simples et polynomiales, et
des régressionsmultiples.

IL RÉSULTATS. — (A) Choix des descripteurs de l'état hydrique. — La quantité d'eau
par hectare Q = MV—MS n'est pas un bon descripteur du phénomène étudié. En effet
Q peut avoir une valeur élevée pour une prairie où l'herbe est haute, mais en partie
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Fig. 1. - Droites de régression des valeurs de Y 2 et de Y 3 par rapport à J
(les lignes tiretées indiquent les valeurs limites des classes).

Fig. 1. - Linear régression ofY2 and Y 3 values on J (the Unes show the limits of classes).

Fig. 2. - Comparaison du classement du niveau de sécheresse des prairies selon Y 2 et Y 3 par rapport J.

Fig. 2. — Comparison between dryness ofgrasslands(Y 2, Y 3) and J.

desséchée (parcelle 09, 21 727 kg/ha, 55 % d'eau, le 25 septembre 1987) et une valeur
plus faible pour une prairie où l'herbe est humide mais rase (parcelle C8, 846,6 kg/ha,
76 % d'eau, le 23 avril 1987).

Le niveau de sécheresse peut s'exprimer par le teneur en eau des végétaux à travers les
coefficients H et J :

H = (MV-MS)/MS est utilisé [1] pour l'étude du déficit hydrique, J = (MV-MS)/MV
exprime la teneur en eau rapportée à la matière verte. Il est compris entre 0 et 1. Ces
deux coefficients sont reliés par les relations :

J = H/(H+1), H = J/(1-J)

Ils ne sont néanmoins pas équivalents : H est plus sensible aux variations pour les
fortes teneurs en eau, tandis que J est un estimateur plus sensible dans des gammes de
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valeurs faibles. Il est donc retenu de préférence à H pour déterminer le niveau de
sécheresse des prairies permanentes.

(B) Corrélations entre les valeurs de réflectance spectrale et le niveau de sécheresse. —

Choix des canaux. — Les réflectances spectrales mesurées dans les canaux V et R,
correspondant respectivement au rayonnement réfléchi de 0,50 à 0,59 um et de 0,615 à
0,68 um (visible), sont fortement corrélées, il n'en est pas de même pour chacun de ces
canaux avec le canal IR (0,79 à 0,89 um) [4]. La grande sensibilité du canal R vis-à-vis
de l'état chlorophyllien des végétaux a conduit à le retenir, avec le canal IR.

Les relations existant entre J (descripteur de sécheresse) et les réflectances mesurées

sur le terrain dans les canaux R et IR ainsi que les rapports couramment utilisés en
télédétection [4] IR/R et IR—R/IR+ R (appelé par la suite ND) ont été recherchées.

2. Régressions simples et multiples. — Les régressionscalculées sont les suivantes :

Régressions simples : J = -0,0296R+0,896, r= 0,61.
J = 0,00596IR+0,378, r= 0,69.
Y0 = 0,026IR/R+0,4783, r= 0,70.
Y1 =0,7902 ND +0,1015,r=0,78.
Régressions multiples :
Y2= -0,022R+0,0049IR+0,59, r=0,8137.
Y3= -0,001 R-0,0011 R2 +0,0048IR+0,51, r = 0,8213.
Les corrélations multiples à coefficients de corrélation \(r) plus élevé sont retenues de

préférence aux corrélations simples. La figure 1 montre les droites de régression Y2/J,
Y 3/J, les estimateurs Y 2 et Y 3 sont presque équivalents. \

3. Comparaison et choix des estimateurs radiométriques pour l'évaluation du niveau de

sécheresse des parcelles. — Cette comparaison s'appuie sur un regroupement préalable
des valeurs de J, Y 2 et Y 3 en classes qui correspondent à cinq niveaux de sécheresse :

très humide (0,77-0,86), humide (0,69-0,76), normal (0,57-0,68), sec (0,43-0,56), très sec
(0,33-0,42). Ils sont repérés sur le terrain en fonction de lia physionomie des prairies et
des stades phénologiques des espèces. Les valeurs sont regroupées en classes les plus
homogènes possibles grâce à méthode de Jenks [7] : la somme des variances calculées à
l'intérieur de chaque classe doit être minimale. La comparaison des classements des
parcelles selon Y 2 et Y 3 par rapport à J a été effectuée.

La figure 2 donne les histogrammes des nombres de parcelles classées de la même
façon (décalage 0), situéesà plus ou moins une (—1, +1), deux (—2, +2), trois ( — 3, +3)
classes par Y 2 et Y 3, les classes établies avec J étant prises comme références.

Y 2 et Y 3 classent les parcelles à peu près de la même façon : Y 2, 56 % classe (0) et
94 % intervalle (-1, +1), Y3, 52,5 % classe (0), 95 % intervalle (-1, +1). Y2 et Y3
ont tous deux une tendance à la sous-estimation du niveau de sécheresse (effectifclasse

— 1 >effectif classe + 1), mais plus marquée pour Y 3. Nous retenons donc Y 2 comme
estimateur pour l'évaluation du niveau de sécheresse.

III. APPLICATION A D'AUTRES DONNÉES ET CONCLUSION. — Pour estimer les possibilités
d'utilisation des valeurs de réflectance pour la détermination du niveau de sécheresse
des prairies permanentes dans d'autres régions herbagères, nous avons appliqué
l'estimateur Y 2 aux valeurs de réflectance acquises sur 38 parcelles dans le Pays d'Auge
(Calvados)!du 9 au 14 août 1990. La mesure de la teneurjen eau de l'herbe par méthode
de la coupe et double pesée n'étant pas possible, elle a été estimée sur le terrain à partir
de la physionomie des prairies et des stades phénologiques des espèces. Les conditions
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de sécheresse importante à cette date, ont fait retenir quatre classes : humide, normal,
sec et très sec.

Les valeurs de Y 2, calculées à partir des valeurs de réflectance mesurées sur le terrain,
ont été regroupées dans les mêmes classes de niveau de sécheresse que celles déterminées
à partir des valeurs de Lorraine. La comparaison des répartitionsdans les diverses classes
(Y 2 et J) montre 76 % de prairies bien classées. On constate pour les 24 % restants une
tendance à la sous-estimation du niveau de sécheresse dans les valeurs faibles et au
contraireune surestimation pour les valeurs fortes.

De précédents travaux [8] montrent que pour des biomasses herbacées sèches à très
sèches (J<0,56) les teneurs en chlorophylle sont très faibles. Dans ce cas les valeurs de
réflectance dans les bandes R et IR sont sensibles uniquement à la teneur en eau, quelle

que soit la quantité de biomasse. Cela justifie l'emploi des canaux R et IR pour une
estimation du niveau de sécheresse dans le cas d'une sécheresse importante. Les canaux 5

et 7 du moyen infrarouge (1,55-1,75 um et 2,08-2,35 um) seraient sensibles au contenu
en eau. Une première étude de données TM sur la Lorraine correspondantaux mesures
de terrain de juin 1986 montre que le canal 7 serait, dans nos situations, mieux corrélé à
J (r= —0,53). Il faut maintenant pouvoir le vérifier sur des données de radiométrie de
terrain effectuées simultanément à des prélèvements de biomasse. La sortie fin 1991 d'un
radiomètre de terrain possédant les deux bandes spectrales du moyen infrarouge nous
permettra de vérifier ce qu'il en est exactement.
Note remise le 4 février 1991, acceptée après révision le 10 juillet 1991.
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Immunologie/Immunology

Diversité et infidélité relative des images internes de
l'antigène de groupe A révélées par l'analyse par IEF

Hervé CRESPEAU, Carol ALLIOT, Jean-M. FINE et Daniel ROCHU

Résumé — La diversité de la réponse anti-idiotypique polyclonale (Ab2) contre un anti-A murin
monoclonal (Abl) a été étudiée sur deux populations,une éluée d'une colonne d'anti-A polyclonal
humain, l'autre éluée ensuite d'une colonne d'Abl. La spécificité et la composition clonotypique de
ces deuxpopulationsont été analyséesaprès fractionnement par focalisation isoélectrique(IEF), suivi
d'une immunodétection par plusieurs anticorps monoclonaux anti-ABH. La première population,
constituée d'Ab2p, réagissait avec la plupart des monoclonaux murins anti-ABH, ainsi qu'avec
quatre monoclonaux humains anti-A. Par contre, la seconde ne contenait que les anti-idiotypes
« vrais » contre l'Abl. De plus, dans la première population, les images internes mimaient soit
l'antigène A, soit l'antigène H, soit encore des épitopes communs aux deux antigènes. Cette étude
démontre la pluralitédes anticorps porteursd'images internes, dont certains expriment des idiotopes
mimant complètement le déterminantA, et d'autres des images partielles, ou même infidèles. Ces
résultats montrent que dans cette cascade idiotypique, il existe une dégénérescencede la spécificité
antigénique initiale, dont les conséquencessont discutées.

Diversity and relative unfaithfulness of internai images of the group A déterminant
as evidenced by IEF analysis

Abstract — The diversityofa polyclonalanti-idiotypicresponse(Ab2) to a murine monoclonalanti-
A (Abl) was invesligated after purification of two Ab2 populations. One was eluted from human
polyclonalanti-A column and the otherfrom Abl. Analysisofthe Ab specificity, as well as screening
ofthe clonotypic distribution,were achievedaftersplillingAb by IEF; this wasfollowedby immunoblot-
ting andprobingwith various anti-ABH mAb. Thefirst population reacted with almost ail the murine
anti-ABH mAb, as well as with four human anti-A mAb, and consequently consisted of Ab2§. The
second was composedof "true" Ab2 directed against Abl. In the first population internai images
mimicked either A Ag, or H Ag, or some. épitopes common to both. This study demonstrates the
plurality of internai images-bearingIg molécules, some mimicking completely, and some only parlially
or even unfaithfully the nominal A déterminant. The analysis of this idiotypic cascade proves the
existence of a degeneracy of the initial restricted antigenic specificity. The conséquences of such a
process are discussed.

Abridged English Version — Based on the network theory of Jerne [1], internai image-
bearing anti-idiotypic antibodies against a variety of protein ligands were developed. Some
of thèse Ab mimicked antigens (Ag) both structurally and functionally. As known, the
déterminants of the ABO blood group System are oligosaccharides, composed of L-fucose,
û-galactose and Z)-N-acetylgalactosamine ([2], [3]). It should be noted that dièse oligosac-
charides were recently introduced as cancer-associated Ag [4].

We recendy developed [5] a linear immune cascade (Ag—>Abl -»Ab2—>Ab3) in which
the polyclonal Ab2 against a murine monoclonal anti-A antibody exhibited the expected
properties of internai image termed Ab2p" [6]. Thèse results evidenced molecular and biolo-
gical mimicry of protein-free carbohydrate épitopes (oligosaccharides) of ABH Ag. We report
hère the démonstration of a diversity in the Ab2P population, as well as with a drift in the
transfer of the epitopic message; the latter occurs through the mimicry by inaccurate internai
images of oligosaccharidic épitopes.

RESULTS. — A polyclonal Ab2 to a murine anti-AmAB (Abl 61) was obtained in rabbit
865. The internai image-bearingAb2 population (865-h), was isolated by affinity chromato-
graphy on a column of purified human polyclonal anti-AAb. The remaining Ab2 population
(865-61), was purified on Abl and IgM Kappa columns. The reactivities of both Ab2 sets

Note présentée par Marcel BESSIS.
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(865-h and 865-61), were analyzed by a sensitive double-diffusion microassaj', towards a
panel of 40 anti-ABHmAb (Fig. 1). The 865-h set reacted with four human anti-A mAb,
while 865-61 did not; this indicates that 865-h set was composed of Ab2P only, displaying
internai images of A antigen épitopes. In addition, this set reacted with 18 of 19 Anti-A,
and with 4 of 6 anti-A,BmAb from différent mice strains as well as human. Surprisingly,
6 of 7 anti-B and 7 of 8 anti-HmAb reacted also with the 865-h set, indicating that images
did not mimic the initial A déterminant exclusively. A clonotype study in Ab2 populations
was achieved using Western-blot analysis after isoelectric focusing (IEF). Probing of the
865-h set, either by a human anti-AmAb, or by a murine anti-HmAb, demonstrated several
kinds of internai images consequently borne by distinct Ab2 clones (Fig. 2). Some mimicked
the A antigen, some the H antigen, and some épitopes borne by both antigens.

DISCUSSION. — As we described previously [5], the xenogenic polyclonal Ab2 response
was characterized by the présence of Ab2p mimicking oligôsaccharidic épitopes. It should
be noted that the internai images-bearingset (Ab2P) was characterized by positive reactions
with almost ail murine anti-ABHmAb, as well as with ail human anti-AmAb. A more
refïned screening of Ab2 was achieved by Western-blot analysis, after splitting of clones by
IEF. This shows the plurality and diversity of internai images of ABH épitopes.
Nonetheless, the existence of partial, or even unfaithful, images was demonstrated. This is

not surprising, since AAg and BAg are due to glycosyltransferases converting the precursor
structure (the H antigen) by the addition of either N-acetylgalactosamine or galactose,
respectively. It follows that the mimicry of H epitope could be considered as a resuit of a
partial transmission of physical properties of epitope/paratope (in Ab2 against an anti-
A mAb). This suggests a possibility of using polyclonal inaçcurate internai images for vacci-
nation against certain viruses. It is worth noting that the; human immunodeficiency virus
(HIV), exhibits extensive epitopic drift.

INTRODUCTION. — Les antigènes du système ABO sont également présents sur des
cellules autres que les hématies et à ce titre considéréscomme des antigènes histo-sanguins
[7]. Les structures chimiques impliquées dans les déterminants A, B et H ont fait l'objet
de nombreuses études ([2], [3]). Il s'agit d'oligosides constitués de L-fucose,de i)-galactose
et de D-N-acétylgalactosamine. Il est important de noter que des antigènes glycosidiques
sont associés à certains cancers [4], et de ce fait, font actuellement l'objet d'un intérêt
renouvelé.

La théorie du réseau idiotypique de .Terne [1] a été appliquée avec succès à l'étude de
divers systèmes biologiques; en particulier, des anticorps anti-idiotypiques ont été préparés
contre des ligands essentiellementprotéiques. Certains d'entre eux se sont révélés capables
de mimer structuralement et fonctionnellement les antigènes correspondants.

Récemment, nous avons pu développer une cascade immune linéaire (Ag-*- Abl -»
Ab2 -* Ab3), et montrer ainsi qu'un Ab2 polyclonal, induit chez le lapin contre un Abl
monoclonal murin de spécificité anti-A, mimait des épitopes du système ABO [5]. Ces
Ab2 de type P (selon la terminologie adoptée [6]), possédaient les propriétés requises
pour satisfaire à la définition d'anticorps porteurs d'images internes, c'est-à-dire :

(1) capacité de réagir avec des anti-A de différentes espèces; (2) capacité d'inhiber l'hé-
magglutination d'hématies A humaines par l'Abl anti-A; (3) capacité d'induire une
réponse immune Ab3 de spécificité comparable à celle de l'Abl, c'est-à-dire capable
d'agglutinernon seulement des hématies A, mais aussi des hématies B et H. Ces résultats
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ont démontré que des régions variables d'immunoglobulines peuvent mimer des épitopes
ABH, qui sont de nature exclusivement glucidique.

Ce travail concerne en premier heu la complexité de la réponse polyclonale anti-
idiotypique, nous nous sommes donc penché plus particulièrement sur la diversité de la
population Ab2p. Celle-ci ayant induit une réponse Ab3 de spécificité moins restreinte

que celle de l'Abl [5], il nous a semblé utile de rechercher dans quelle mesure une faille
dans le transfert des informations épitopiques était liée à l'hétérogénéité des images
internes. Dans ce but, nous avons disséqué les Ab2 en deux populationsdistinctes, l'une
constituée des Ab2 porteurs d'images internes, l'autre des Ab2 dirigés contre l'idiotype
de l'Abl. Des spectrotypes d'anticorps de chacune de ces populations ont été obtenus

par focalisation isoélectrique. Leur composition clonotypique, ainsi que leurs capacités
de liaison, ont été analysées par immunodétection après transfert vis-à-vis de certains
anticorps anti-ABH. Cette approchea permis d'examiner la diversité des images internes
ainsi révélées. Enfin, le problème du mimétismemoléculaire « vrai » et complet d'épitopes
oligosidiquesest discuté.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — L'Abl anti-A 61, qui est un anticorps monoclonal IgM
Kappa obtenu chez une souris Biozzi immunisée par des hématies humaines Al, a été
purifié par affinité [5]. D'autre part, un anticorps anti-idiotypique (Ab2) xénogénique
polyclonal a été préparéchez un lapin (865) contre l'Abl 61, et séparé en deux populations
d'anti-idiotypes par chromatographies d'affinité; des aliquots du sérum Ab2 ont été
passés sur des colonnes de Sepharose 4B (Pharmacia, Uppsala, Suède), sur lesquelles ont
été fixés de façon covalente, soit un anticorps polyclonal humain anti-A, soit un anticorps
monoclonal murin anti-A Biozzi (l'Abl 61), soit enfin une IgM Kappa monoclonale
murine d'une autre spécificité. Les fractions non adsorbées ont été obtenues par passage
de PBS. Les anticorps adsorbés ont été élues par un tampon glycine à pH 2,8. Les
caractéristiques des quarante anticorps monoclonaux anti-ABH, d'origine murine ou
humaine utilisés dans cette étude, ont été décrites précédemment [5]. Un anticorps
polyclonal humain anti-A a été purifié à partir d'un pool de sérums de donneurs, par
affinité sur un déterminantA synthétique (Synsorb A, Chembiomed,Edmonton,Alberta).
Les concentrations des anticorps ont été déterminéesà l'aide d'une méthode d'immunodif-
fusion radiale modifiée [8]. Les réactivités des sous-populations d'Ab2 ont été analysées

par une microméthode sensible de diffusion double [9]. L'analyse par focalisation isoélec-
trique (IEF) des populations d'Ab2 a été réalisée en gel d'agarose (FMC, Rocklands,
ME), dans la zone de pH entre 3 et 10. Après IEF, les protéines ont été transférées sur
des membranes de PVDF (Immobilon P, Millipore, Bedford, MA), bloquées par un
tampon Tris salin contenant 6 % de gélatine de poisson et 0,05 % de Tween 20. Les
membranes ont été incubées d'abord avec différents anticorps monoclonaux anti-ABH à
0,5 ng/ml, et ensuite avec les antiglobulines spécifiques pour l'espèce (homme, souris) et
la classe (IgG, IgM), conjuguées à la phosphatase alcaline (dilutions au 1/500). Les
bandes ont été révélées par le 5-bromo-4-chloro-indoxyl phosphate et le Nitro-Blue
Tetrazolium.

RÉSULTATS. — Séparation et identification de deux populations d'Ab2. — A partir du
sérum du lapin 865 nous avons purifié par chromatographie d'affinité séquentielle deux
populations d'Ab2. La première, désignée 865-h, a été isolée sur une colonne d'anti-A
polyclonal humain; la seconde, désignée 865-61, a été isolée sur une colonne d'Abl à
partir de la fraction non adsorbée sur l'anti-A humain. Les réactivités de ces deux
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Fig. 1. - Réactivité des populations d'Ab2-865 vis-à-vis d'anticorps monoclonaux anti-ABH, détectée par
immunoprécipitationsensible : (A) population 865-h; (B) population 865-61. Les réactions positives sont en
noir, les négatives en grisé.

Fig. 1. — Reactivity of Ab2-S65 populations against anti-ABH monoclonal anlibodies, analyzed by sensitive
immunoprécipitationassay: (A) population 865-/i; (B) population 865-61. Positive reactions are black, négative
are hatched.

populations vis-à-vis de 40 anticorps monoclonaux anti-ABH, analysées par immunopré-
cipitation, sont exposées dans la figure 1. Purifiée par affinité sur un anti-A humain, la
population 865-h devrait a priori être constituéedes Ab2 de type P, autrement dit porteurs
de l'image interne de l'antigène A. En effet, cette population réagit pratiquement avec
tous les anti-A, ainsi qu'avec la plupart des anti-A,B, anti-B et anti-H (fig. 1 A). Ces
anticorps monoclonaux anti-ABH provenaient d'une part d'hybridomes développés dans
des lignées murines différentes, d'autre part d'immortalisation de lymphocytes humains
d'individus différents. Ces résultats indiquent que les images ne miment ni strictement ni
exclusivement le déterminant A initial. De plus, seule la fraction 865-h montre des
réactions positives vis-à-vis des anti-A d'origine humaine; ceci confirme la localisation
des Ab2p dans cette fraction. Par contre, des surnageants témoins n'appartenant pas au
système ABO, n'ont donné aucune réaction positive. Quant à la population 865-61, elle

ne réagit qu'avec deux anti-A (fig. 1B) issus de la même fusion cellulaire que l'Abl-61.

Analyse clonotypique des deux populations anti-idiotypiques (Ab2).
— Les profils de

focalisation isoélectrique des Ab2 dans les populations 865-h et 865-61 sont complexes,
hétérogènes, mais néanmoins reproductibles. Dans le spectrotype de la population 865-h
(fig. 2 A), certaines bandes sont détectées uniquement par un anti-A monoclonal humain
(6W2), et correspondent à des clones d'Ab2p exprimant des images de l'antigène A.
D'autres bandes sont détectées uniquementpar un anti-H monoclonalmurin Biozzi (517).
Ceci témoigne de la présence de clones d'Ab2p porteurs d'images mimant l'antigène H.
Enfin, certaines bandes sont révélées par les deux anticorps et correspondent ainsi à des
clones d'Ab2P portant des images d'épitopes communs aux déterminants A et H. L'ana-
lyse de la population 865-61 montre des spectrotypes identiques après détection soit par
l'Abl soit par l'anti-H 517 (fig. 2B). Ceci révèle l'existence de clones d'Ab2 suscités
contre les idiotopes « privés » d'anticorps de classe IgM et de spécificité anti-ABH
produits par des souris de la lignée Biozzi.

DISCUSSION. - Un certain nombre de publications concernent l'obtention d'images
internes d'antigènes glycoprotéiques([10], [11]). Récemment, la possibilité de produire un
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Fig. 2. - Analyse clonotypique des populations d'Ab2-865 par Western Blot après IEF. (A) population 865-

h; (B) population 865-61.Ont été éprouvés : (a) l'anticorps monoclonalmurin anti-A61 (Abl); (b) l'anticorps
monoclonal humain anti-A6W2; (c) l'anticorps monoclonal murin anti-H517. Les symboles indiquent des
clones portant des images internes de l'antigèneA (), ou de l'antigène H ().

Fig. 2. — Clonotype analysis of Ab2-%65 populations by Western Blot after IEF. (A) population 865-A;

(B) population 865-61,probed by: (a) the murine monoclonal antiboby anti-A 61 (Abl); (b) the human monoclo-
nal antibody anti-A 6W2; (c) the murine monoclonal anlibody anti-H511. Symbols indicate clones bearing
internai images ofA (Y) or H (M) antigens.

anticorps anti-ABH, donc strictement anti-oligoside, par injection d'anti-idiotypes por-
teurs d'images internes a été clairement démontrée [5]. La réponse Ab3 ainsi obtenue
exprime une capacité d'hémagglutination qui déborde la spécificité A. Ceci nous a amené
à considérerl'hétérogénéitédes Ab2p dirigés contre le site de reconnaissance(ou paratope)
de l'Ab 1 anti-A. Il faut noter qu'une hétérogénéité des images internes d'antigènes de
nature protéique a été également décrite ([12], [13]). L'hypothèse d'un mimétisme molécu-
laire à deux niveaux, mettant en jeu des images de déterminants protéiques soit natifs
soit résiduels, a été avancée [14].

Dans le présent travail, nous démontrons la diversité d'expression du mimétisme
moléculaire d'épitopes oligosidiques par le processus de l'image interne, au sein des
anticorps anti-idiotypiques xénogéniques polyclonaux dirigés contre un anti-A monoclo-
nal. L'étude de la population 865-h permet d'identifier celle-ci aux Ab2 de type p. Il est
important d'insister sur le fait que l'analysepar Western-blotdes spectrotypesd'anticorps
contenus dans cette population met en évidence des clones mimant soit le déterminant
A, soit le déterminant H, soit des épitopes communs à la fois à A et à H. Par ailleurs, il

est intéressant de noter que les antigènes A et B résultent de l'antigène H, et ceci par
l'addition soit de N-acétylgalactosaminesoit de galactose, par des glycosyltransférases.
Ainsi, les similitudes structurales présentées par les déterminants A, B et H pourraient
peut-être expliquer la relative infidélité des images internes. Une autre hypothèse pourrait
être envisagée, notamment la difficulté à reproduire fidèlement des épitopes glucidiques
à l'aide des aminoacides des boucles hypervariablesdes anti-idiotypes. Quoiqu'il en soit,
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une dérive des caractères structuraux de l'antigène initial est mise en évidence par la
présence concomitante d'images multiples, dont certaines sont soit incomplètes, soit
infidèles.

L'existence d'une diversité et d'une fidélité relative des images internes produites lors
d'une réponse anti-idiotypique polyclonale, suggère la possibilité d'utiliser ces propriétés
en vue de développer des vaccins anti-viraux. A ce sujet, ont peut rappeler que le virus
de l'immunodéficience humaine (VIH), présente une variabilité épitopique considérable
[15] au niveau des boucles hypervariables de la glycoprotéine 120.

Note remise le 18 juin 1991, acceptée le 12 août 1991.
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Biologie générale/'General Biology

Mise en évidence d'une pyrophosphataseassociée au
tonoplaste dans le latex à^Hevea brasiliensis

Jean-Claude PRÉVÔT SISWANTO, Anne CLÉMENTet Jean-Louis JACOB

Résumé — Une pyrophosphatase(EC3.6.1.1) associée aux membranes des lutoïdes, particules
vacuolysosomalesdu latex d'Hevea brasiliensisest mise en évidence. Son fonctionnement nécessite
du Mg2 +

.
Son optimum de pH, très large, se situe vers pH 7,7. Elle est inhibée par le NaF mais

est insensibleau molybdate et au nitrate; ces résultats permettentde la distinguer de la phosphatase
lutoïdique qui reste partiellement adsorbée sur le tonoplaste et de l'ATPase liée à ce même
tonoplaste. Sa très forte affinité pour son substrat, et son activation par le K+ la différencie de la
pyrophosphatase soluble cytosolique du latex précédemment décrite. Son rôle physiologique au sein
du latex est évoqué.

Evidence for a pyrophosphatase on the tonoplast of Hevea brasiliensis latex

Abstract — Apyrophosphatase(EC3.6.1.1)was evidenced on the membraneoflutoids, vacuolysoso-
malparticles o/Heva brasiliensis latex. Its functioning is Mg2* dépendent. Its broad optimum pH
is at about 1.1. It is inhibited by NaF but it is not sensitive to molybdate and nitrate making it
possible to distinguish it clearly from lutoidic Pase, which is adsorbed to varying extents by the
tonoplast, and the ATPase linked to this tonoplast. It differs from latex cytosol PPase already
described, by its K+ activation and its substrate ajfinity is much stronger. Its physiological rôle is
evoked.

AbridgedEnglish Version — Hevea brasiliensis latex is a cytoplasm from laticiferous vessels
([1], [2]). Study of the biochemical mechanisms capable of controlling its renewal between

two tappings, and hence rubber production [3], has made it possible to stress the importance
of the rôle played by pyrophosphate (PPi). PPi production is very large since it is released
during the fixation by rubber transferase (EC 2.5.1 aa) of each link of isopentenyl pyrophos-
phate in the cw-polyisoprene chain being formed [4] and since the rubber content of latex
is very high (90% of dry weight). The accumulation of PPi can slow or even inhibit

numerous synthèses in which it is involved ([5], [6]) and possibly that of «s-polyisoprene
itself. Search for enzymatic S5'stems which are capable of preventing this accumulation led

to discovery of the présence of a cytosol p3'rophosphatase in latex [7]. It was necessary to
know whether another pyrophosphatase could, as for other plants ([8]-[12]), be located on
tonoplast (lutoid membranes), the interface between the vacuolysosomal compartment of
latex [13] and the cytosol. Lutoid tonoplast possesses an ATPase proton pump and, strongly
adsorbed, a fraction of the acid phosphatase located in the lutoid sérum ([14], [15]). The
présent work aims at differentiating on thèse lutoid membranes a PPase distinct from the
hydrolases which hâve already been mentioned.

Latex collected on ice by rubber free tapping was centrifuged (30,000 x g for
30 min.). Cytosol sérum obtained was collected freeze-dried and stored at — 30°C It was
used to purify the cytosol PPase according to the method of Jacob et al, [7]. Lutoids
from the bottom fraction of latex centrifugation were washed twice in tris-MES buffer
5mmoll_1, MgCl2 5 mmol 1 ~ 1, mannitol 0.33 mol 1_ 1, at pH 7.6, freeze-dried and
stored at — 30°C. In order to remove the enzymes from lutoidic and cytosolic sera, the
freeze-dried material was resuspended (10 mg per millilitre) in a buffer BTP-histidine

Note présentée par Alexis MOYSE.
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25 mmol l- 1, pH 7.6, MgS04 5 mmol l" 1 and homogenized in Porter apparatus, then cen-
trifuged (39,000 x g for 20 min.). The washing was performed three times. The first
washing médium contained 0.02% of Triton X 100.

The ATPase, Pase and PPase activities were measured by the release of Pi measured using
Taussky and Shorr's method [16]. Pase activity was also measured using the technique
adapted by Pujarniscle [13]. Before and after incubation, the non-hydrolysed PPi was also
determined enzymatically [17] and the proteins were determined by Bradford's method [18].

Table I shows that the lutoid membranes hydrolyse />«ri-nitrophenyl-phosphate (PNPP)
and PPi. Thèse activities were inhibited by mofybdate in the absence of Mg2 +

.
They can

be attributed to a fraction of intralutoidic acid phosphatase, which is extremely sensitive to
this inhibitor [19] and yet adsorbed on the membranes ([14], [15]). The hydrolysis of PNPP
is inhibited by molybdate in the présence of Mg2+ but that of PPi is not. However,
previous work [20] has shown that by chelating PPi, Mg2+ inhibits hydrolysis of the latter
through intralutoid acid phosphatase. The activity observed is therefore not caused by this
acid phosphatase but by a PPase whose functioning requires Mg2 +

.
In the présence of

Mg2+, the addition of NaF —which has no effect on PNPP hydrol5'sis or hence on the
intralutoid acid Pase — inhibits 75% of PPi hydrolysis. This confirms the présence of a
distinct PPase on lutoid membranes.

ATPase is also associated to lutoidic membranes ([15], [21], [22]). Table II shows that
the PPase and ATPase activities measured on the membranes are additive, that NaN03
inhibits ATPase (resuit known [21], [23]), but not PPase. In contrast, NaF does not inhibit
ATPase [24] but PPase (Table I). Thèse activities are therefore catalysed by two enzjTiies
or two différent sites which are spécifie for their substrates.

<

If the optimum pH for the functioning of the lutoid membrane PPase is 7.7 (Fig.) as for
the cytosolic latex PPase [7], die two hydrolases hâve some différent characteristics. Table III
shows that as other tonoplastic PPase ([9]-[12], [24]), K+ only activâtes the PPase of the
lutoid membranes and that the affinify of this enzyme for PPi is much stronger than the
one of the cytosol PPase.

Given the composition of latex, the PPase activity clearly shown on the lutoid membranes
and its characteristics indicate diat it probably functions in situ, The control of cytosol PPi
jointly with the cytosol PPase and a cytosol fructose-6-phosphotransferase ([25], [26]) and
the possible proton pump that functions jointly with the tonoplast ATPase [27] mean that
the metabolic régulation exerted by the enzyme may be of great importance in the functioning
of tapped rubber trees.

INTRODUCTION. — Entre deux saignées de YHevea brasiliensis, la régénération du latex,
véritable cytoplasme du système laticifère ([1], [2]) est un facteur limitant de la production
de caoutchouc [3]. Les nombreuses études entreprises dans ce domaine [3] ont souligné
le rôle du pyrophosphate(PPi) impliqué dans les processus énergétiquesdu métabolisme.
Cette molécule, associée au précurseur immédiat du cw-polyisoprène : le pyrophosphate
d'isopentényle (IPP), est libérée chaque fois que la transférase assurant la synthèse du
caoutchouc (rubber transférase : EC 2.5.1 aa), en fixant une molécule d'IPP, allonge la
chaîne du polymère [4]. La très forte teneur en caoutchouc du latex, plus de 90 % de sa
matière sèche [3], implique une production importante de PPi. Or, l'accumulation de ce
produit est susceptible d'inhiber de nombreuses synthèses dans lesquelles il est impliqué
([5], [6]), dont peut-être, celle du cw-polyisoprène lui-même.,La nécessité de systèmes
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capables d'éviter cette accumulation a conduit à rechercher, au sein du latex â'Hevea,
l'existenced'hydrolasesspécifiques. A cet égard, une pyrophosphatase(PPase) cytosolique
soluble a été mise en évidence, purifiée et étudiée [7]. L'existence d'une pyrophosphatase
tonoplastique trouvée chez Beta vulgaris en 1981 [8] et dont la fonction de pompe à

protons a été montrée par la suite chez d'autres plantes ([9]-[12]), a conduit également à
rechercher cette enzyme sur la membrane des lutoïdes à l'interface du cytosol et du
compartimentvacuolysosomal du latex [13]. On sait que le tonoplaste lutoïdiquepossède

une ATPase pompe à protons [14] et qu'il adsorbe fortementune fraction de la phospha-

tase acide (Pase) contenue dans le sérum lutoïdique ([14], [15]); le présent travail vise à

mettre en évidence sur les membranes lutoïdiques une pyrophosphatase distincte des
hydrolases précédemment citées.

MATÉRIELS ET MÉTHODES. — Le latex est récolté dans la glace par saignée d'Hevea du clone GT1, en Côte-
d'Ivoire. Il est centrifugé à 30000x g 30 mn. Le sérum cytoplasmique (sérum C) qui sert à l'isolement de la
pyrophosphatase cytosolique est prélevé et lyophilisé. Le culot de centrifugation, constitué essentiellement de
lutoïdes est lavé deux fois en tampon tris-MES 25 mmol l" 1, MgCl2, 5 mmol l- 1, mannitol 0,33 mol l- 1,

pH 7,6 avant d'être lyophilisé. Les lyophilisats peuvent être stockés à —30°C avant d'être utilisés. Afin
d'éliminer au maximum les enzymes cytosoliques et introlutoïdiques, les lyophilisats de lutoïdes sont repris, à
raison de 10 mg ml"1, dans un tampon BTP-histidine25 mmol l~, pH 7,6, MgS04, 5 mmol l- 1, homogénéisés

au potter et centrifugés (39 000 x g, 20 mn). Cette opération est répétée trois fois. Lors du premier lavage,
0,02 % de Triton X100 sont ajoutés au milieu. Chaque activité hydrolytique : phosphatase(Pase), ATPase et
PPase, a été mesurée, en fonction de plusieurs temps d'incubation à 25°C, par dosage du Pi libéré selon la
méthode de Taussky et Shorr [16]; l'activité PPase a également été mesurée à l'aide de /wra-nitrophénylphos-
phate (PNPP) selon la technique adaptée par Pujarniscle [13] et l'activité PPase à partir des dosages enzymati-
ques du PPi avant et après incubation [17]. Afin de comparer la PPase associée au tonoplaste et la PPase du
sérum cytosolique, cette dernière a été isolée du lyophilisât de sérum C et partiellement purifiée selon la
technique de Jacob et coll. [7]. Les teneurs en protéines ont été dosées selon la méthode de Bradford [18].

RÉSULTATS. - Le tableau I montre que les membranes des lutoïdes lavées possèdent
des activités hydrolysant le PNPP et le PPi.

Les activités qui s'observent en absence de Mg2+ sont inhibées par le molybdate.
Elles peuvent être attribuées à la phosphatase acide intralutoïdique, très sensible à cet
inhibiteur [16], et dont une fraction reste fortement adsorbée au niveau des structures
tonoplastiques malgré les lavages successifs comme l'ont montré plusieurs auteurs ([14],

[15]).

En présence de Mg2+, si l'hydrolyse du PNPP est inhibée par le molybdate, celle du
PPi ne l'est pas. Or, des travaux antérieurs ont montré que le Mg2 +

, en chélatant le

PPi, empêchait l'hydrolyse de ce dernier par la phosphataseacide lutoïdique du latex [20];

il apparaît donc que l'activité observéedans ce cas au niveau des membranes lutoïdiques,
n'est pas due à cette hydrolase mais bien à une pyrophosphatasedont le fonctionnement
nécessite du Mg2 +

.
En effet, en présence de molybdate qui inhibe la phosphatase

TABLEAU I

Comparaison de l'hydrolyse du PPi et du PNPP par une suspension de membranes lutoïdiques lavées,
en absence ou en présence de magnésium, de molybdate et de NaF.

ComparisonofPPi and PNPP hydrolysis by washed lutoidic membranes,
with or without magnésium, molybdateand NaF.

PPi PNPP

Substrat seul 4,8 7,2
+ Mo 0,2 1,5
+Mg2+ 8,3 6,2
+Mg2+Mo 8,2 1,4
Mg2++NaF 0,1 6,4
+Mg2++NaF+ Mo 0,1 1,2

Milieu d'incubation: tampon BTP-histidine 25mmoll_1, pH 7,6, PPi lmmoll"1, PNPP 8 mmol 1~ 1,

MgS04 5 mml 1_ 1, molybdate d'ammonium 100 umol l- 1, NaF 1 mmol l" 1. Les activités sont exprimées en
(îmoles de Pi ou de PNP libéré h-1 mg prot-1.

C. R., 1991, 2e Semestre (T. 313) Série III - 24
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TABLEAU II
Comparaison des activités PPase et ATPase de la membrane des lutoïdes.

Influence du nitrate et du NaF.
ComparisonofPPase and ATPase activities on lutoid membrane.

Nitrate and NaF influence.

Activité PPase ou ATPase

umoles Pi nmoles PPi
libéré

:
hydrolyse

h_1mgprpt_ 1 h_Imgprot_ 1

PPi 5fi~' 2^8*

ATP 1,9 I

ATP+ PPi 7,3 (7,8) 3,6*
PPi + NaN03 5,5 2,8*
ATP+ NaNC-3 0,3 i

PPi + ATP+NaN03 6,1 (5,8)
ATP+ NaF 1,8

Milieu d'incubation : tampon BTP-histidine 25 mmol l" 1, pH 7,6, MgCl2 5 mmol l- 1, molybdate d'ammo-
nium 100 umol l- 1, NaN03 50 mmol 1_ 1, NaF 1 mmol T 1, ATP et! (ou) PPi 1 mmol T 1. Entre parenthèses
sont indiquées les valeurs calculéespar addition des activités PPase et ATPase. * il faut noter que la quantité
de PPi hydrolyse (dosage enzymatique) correspond bien à la moitié de Pi libéré.

TABLEAU III
Comparaison entre la PPase associée aux membranes des lutoïdes :

influence du K+, affinité du K+, affinitéIpour le PPi.
Comparisonbetween cytosolic PPase.and lutoidicmembranebound PPase:

K+ influence and PPi affinity.

Activités

A PPase cyto- PPase tono-
KC1 (mmol 1_ 1) Colique plastique

0 \~9$ 2$
10 9,7 5,0
25 ! 9,6 6,2
50 9,6 6,5

K... PPi

B Frase cyio- PPase tono-
MgCl2 (mmol l" 1) :solique plastique

2,5 170 35
10,0 420 55

A : Milieu d'incubation : tampon BTP-histidine 25 mmol P 1, pH 7,6, MgS04, 5 mmol 1_ 1, 0,02 % NaN3,
PPi Immoll-1, molybdate d'ammonium 100 umol l- 1. Les activités sont exprimées en umoles de Pi
libéré h- 1 mg prot-1.

B: Milieu d'incubation identique au précédent. Les Km sont exprimés en umol l- 1. Concentrations de PPi
utilisé entre 15 umol F1 et 1 mmol l" 1 pour la PPase tonoplastiqueet entre 50 umol l- 1 et 5 mmol l" 1 pour
la PPase cytosolique. Les cinétiques obtenues dans ces conditions d'expérience sont de type michaélien.

lutoïdique, l'activité PPase passe de 0,2 à 8,2 nmoles de: Pi libéré h- 1 mgprot-1 lorsque
l'on ajoute lOmmoll- 1 de Mg2+ dans le milieu. Il faut noter que cette activité est
linéaire en fonction du temps et proportionnelle à la quantité de protéines participant à
la réaction (résultats non montrés).

En présence de Mg2 + l'addition de NaF n'a pas d'influence sur l'hydrolyse du PNPP,
et donc sur la Pase lutoïdique mais elle inhibe à plus de 75 % l'activité d'hydrolyse du
PPi; ce résultat confirme l'existence d'une pyrophosphatasedistincte sur les membranes
lutoïdiques.

Les membranes lutoïdiques possèdent également une activité ATPasique ([15], [21],
[22]). En présence de MgCl2 et de molybdate écartant toute activité phosphatasique
lutoïdique, il apparaît (tableau II) que les activités ATPase et PPase mesurées par
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Activité de la PPase associée à la membrane lutoïdique
du latex en fonction du pH. Milieu d'incubation :

tampon tris-maléate 100 mmol l- 1, PPi 1 mmol 1_ 1,

MgS04, Smmoll-1, molybdate d'ammonium
100 umol 1_I. L'activité est exprimée en umoles Pi
libéré h- 1 mg prof1.

ActivityofPPasefrom lutoidicmembraneo/Hevea latex
according to pH. Tris-maleate buffer 100 mmolr 1,

PPi 1 mmolI' 1, ammonium molybdate 100 \xmol /_1,

MgSOA 5 mmol /- 1. Activity is expressedas nmoles
released Pi h~ 1 mgprot- 1.

libération de Pi sont quasi additives. L'addition de NaN03 n'a pas d'effet significatif

sur l'activité PPase mais, comme il a été montré par ailleurs ([21], [23]), elle inhibe
fortement l'ATPase. L'activité hydrolasique totale, dans le milieu contenant de l'ATP et
du PPi, en présence de NaN03, correspond bien à l'addition des activités mesurées
séparément dans les mêmes conditions : celle de la PPase non modifiée et celle de
l'ATPase partiellement inhibée. Le NaF à 1 mmol l" 1 n'a pas d'effet sur l'activité ATPase
(tableau II) alors qu'il inhibe la PPase (tableau I).

Si la PPase associée à la membrane lutoïdique a un large optimum de pH situé

autour de 7,7 (fig.), comme la PPase cytosolique [7], quelques paramètres permettent de
différencierles deux hydrolases (tableau III). En premier lieu, le K+ n'a aucune influence

sur l'enzyme cytosolique mais active l'enzyme membranaire. En second lieu, leur affinité

pour le PPi est très différente, la constante de Michaehs varie entre 170 et 420 umol l" 1

pour la PPase cytosolique et entre 35 et 55 umol T1 seulement pour la PPase du
tonoplaste.

CONCLUSIONS. - L'existence d'une PPase associée aux membranes lutoïdiques a été
mise en évidence. Son fonctionnement nécessite du Mg2 +

, son optimum de pH est alcalin.
Son inhibitionpar le NaF, commune à de nombreuses PPases tonoplastiques([10], [24]),

de même que son insensibilité au molybdate et au nitrate permettent de la distinguer de
la phosphatase lutoïdique et de l'ATPase tonoplastique. Elle se différencie de son
homologue cytosolique, d'une part, par son activation par le K+ caractéristique de
nombreuses PPases tonoplastiques ([9]-[12], [24]) et d'autre part par son affinité beaucoup
plus forte pour le PPi.

Compte tenu de la composition du cytosol du latex il est probable que la PPase
associée aux membranes lutoïdiques soit fonctionnelle in situ. En effet, les teneurs en
PPi, entre 40 à 80 umol T1 [20] sont de l'ordre de grandeur du K„, de l'enzyme pour ce
substrat, et la concentration en Mg2+ n'est jamais inférieure à 8 mmol T1 [3]. La
présence d'au moins 40 mmol T1 de K+ [3] doit assurer l'activation maximale de
l'enzyme. Le pH physiologique de ce milieu (6,8-7,3) [3] correspond à une zone où
l'activité PPase est proche de son optimum.
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Concernant le rôle physiologique de cette PPase tonoplastique, deux hypothèses peu-
vent être proposées En premier lieu, du fait de la très importanteproductionde PPi lors
de la régénération du latex entre deux saignées, elle peut, en association avec la PPase
cytosolique, participer au contrôle des teneurs en PPi dans certaines limites. Ce dernier
joue en effet un rôle important dans la régulation glycolytique notamment par l'intermé-
diaire d'une pyrophosphate : fructose-6-phosphate phosphotransférase (EC2.7.1.90)
présente au sein du latex ([25] [26]). En second lieu, Gidrol travaillant sur des lutoïdes
frais a montré, lors de l'étude de l'ATPase tonoplastique pompe à protons du latex,
qu'une acidification du sérum intralutoïdique était également obtenue si, à la place de
l'ATP, du PPi était ajouté dans le milieu [27]. Il est possible que la PPase associée aux
membranes lutoïdiques, comme la PPase tonoplastique d'autres plantes, ait également
une fonction vectorielle de pompe à protons ([9]-[12]). Celle-ci s'associerait à celle de
l'ATPase tonoplastique déjà étudiée dans le latex ([21], |[22], [27]) et, à ce titre, aurait un
rôle dans la régulation de l'homéostasie dont l'importance majeure sur les mécanismes
liés à la production a été démontrée [3].

Note remise le 13 mai 1991, acceptée après révision le 12 août 1991.
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Zoologie/Zoology

Variabilité enzymatique dans quelques populations
naturelles de Cepaea nemoralis et Cepaea hortensis en France

Annie GUILLER et Luc MADEC

Résumé — L'analyse du polymorphisme enzymatique en 8 locus dans 23 populationsmixtes ou
monospécifiques de Cepaea nemoralis et Cepaea hortensis fait apparaître une importante diversité
protéinique entre les régions bretonne et pyrénéenne. Si les variations graduelles des fréquences
alléliques traduisent l'influence des facteurs climatiques, la diminution de l'hétérozygotie dans
quelques colonies, soumises probablement à des extinctions fréquentes, laisse en revanche penser à
des effets de fondation.

Enzymatic variation in natural populations of Cepaea nemoralis and Cepaea hortensis
from France

Abstract — Analysis of enzymaticpolymorphismal 8 loci in 23 mixed or monospecific populations
ofCepaea nemoralis and Cepaea hortensis indicates an importantproteinic diversity between Breton
and Pyrenean areas. Although graduai variations in allele frequency show the influence of climatic
factors, decrease of heterozygosity in some populations probably submitted to fréquent extinctions,
suggests thatfoundereffect couldbe involved.

AbridgedEnglish Version — Variation in allozymes at eight polymorphic loci was examined

in 23 monomorphic or mixed populations, representing the two sibling species of landsnails

Cepaea nemoralis and Cepaea hortensis, from two régions in France: Brittany and Pyrénées
(Fig. 1). Samples, including 18 populations of Cepaea nemoralis and only 5 populations of
Cepaea hortensis, were analysed b}r vertical polyacrylamide gel electrophoresis.

This study allows first the extension of the electrophoretic analysis of Cepaea nemoralis to

a new area (Brittany) and secondly investigation of possible covariations between the two
species when populations are conspecific.

The great proteinic diversity between the two régions is principally caused by changes of
majority allele either of the two alternative allozymes EST-198 and EST-1100 which appear
respectively in Breton and Pyrenean samples. This phenomenon, which has already been

noticed not only between régions ([8], [9]) but also between areas much closer together ([1],

[2], [3], [10]), could dépend on the géographie location of the populations; in this way, the
frequency ofthe two uncommon electromorphs EST-195 and EST-198 increases with lower
altitude in some P3'renean valleys (Aude, Ariège, Ossau, Oléron and Aure). Differentiation
between populations also arises from graduai increase in some génie frequencies; more exactiy,
"fast" electromorphs seem better to characterize northern strains of Cepaea hortensis
(EST-1102, EST-1104, LAP-1103, GOT-1106 represent Breton and Parisian populations),
and southern strains of Cepaea nemoralis (PGM-3110, LAP-1103 LAP-2107, MDH-1112 and
PGI-1110 are exclusive or more fréquent in Pyrenean populations) (Tables I and II,
Fig. 2). Thèse results, even if they are insufficient, could neverthéless illustrate clinal varia-
tions proposed by Ochman et al. (1987). Such impacts of climatic factors could also explain
lower' enzymatic variability in three Pyrenean samples (PE1, PE2 and FDP) coming from
sites at a high altitude; they show five or six invariable loci according to the population and

a particular allele (PGM-3110) seems to be fixed.
In plurispecificpopulations, the same pattern of some allelic frequencies sometimes appears

in the two species. The monomorphism of esterases in Monségur (18, E) and the similar

Note présentée par Jean DORST.

0764-4469/91/03130299 $ 2.00 © Académie des Sciences
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génie frequency of the three allozymes LAP-198, LAP-1100 and LAP-1103 in Estagniels
(12, D) suggest that directional sélection could be involved.

Results on génie diversity indicate similar divergences between the two taxons; although
lower rates of heterozygosity concern Breton samples for Cepaea hortensis, they most often
characterize Pyrenean populations for Cepaea nemoralis and especially those from higher
altitude (Tables I and II, Fig. 1). Mountain populations of the brown snail Hélix aspersa
also présent lower génie diversity (work in progress). This astonishing decrease, probably
related with climatic factors, could be extended to the mixed samples from Lorient Fort-
Bloqué (2) in which the lower heterozygosity of the three species studied (Cepaea nemoralis,
Hélix aspersa and Theba pisana) reflects hard ecological conditions of this site (sparse végéta-
tion, sandy soil). This occurs in Mediterranean strains of Theba pisana in which populations
living on sands are significantly less heterozygous than those living on calcareous
sandstones [13].

Finally, this preliminary work shows that différent modes of genetic variation seem to exist
according to the enzymatic loci considered. The geographical location of samples, fairly
représentative of the heterogeneous environment inhabited by Cepaea nemoralis and Cepaea
hortensis, emphasizes prédominant action of climatic factors on proteinic variability when
populations belong to différent latitudinal or altitudinal areas. However, this sélection occa-
sionally seems to share in stochastic processes as the founder effect; the three Pyrenean
populations PE1, PE2 and FDP could illustrate this interaction owing to the fact that altitude
must induce fréquent extinctions.

La diversité des milieux colonisés par Cepaea nemoralis semble expliquer une part
importante de la variabilité géographique du polymorphisme enzymatique observée chez
cette espèce. La mise en évidence de clines des fréquences alléliques, tant au niveau
altitudinal ([1], [2], [3]) que latitudinal [4], illustre clairement le rôle de cette hétérogénéité
écologique.

Cette étude préliminaire s'appuie sur la variabilité enzymatiquede populations monos-
pécifiques ou mixtes des espèces jumelles Cepaea nemoralis et Cepaea hortensis. Jusqu'à
présent, seule Cepaea nemoralis a fait l'objet de nombreux travaux, la plupart ayant pour
cadre les Pyrénées. La considération d'une nouvelle région telle la Bretagne et l'analyse
de colonies de Cepaea hortensis devraient donc non seulement élargir notre connaissance
du polymorphisme de Cepaea nemoralis mais surtout illustrer un autre type d'analyse de
la variabilité génétique basée sur des comparaisons interspécifiques.

Les échantillons, collectés sur des surfaces inférieures à 400 m2 correspondant à l'unité
panmictique [5], sont issus de colonies localisées essentiellement en Bretagne et en région
pyrénéenne (pi. I). Les populations de Cepaea nemoralis et Cepaea hortensis, respective-
ment au nombre de 18 et 5, sont analysées au moyen de la technique d'électrophorèse
verticale sur gel de polyacrylamide. Huit locus polymorphes sont retenus : deux de
leucine-aminopeptidase (LAP-1 et LAP-2), un des estérases (EST-1), un de phospho-
glucose-isomérase (PGI-1), un de phosphoglucomutase (PGM-3), un de malate-deshydro-
génase (MDH-1), un de superoxydedismutase(SOD-1) et un de glutamate-oxalo-transa-
minase (GOT-1). Le déterminismegénétique de ces locus a déjà été élucidé chez Cepaea
nemoralis ([1], [2]); seul, celui des estérases a été établi chez Cepaea hortensis ([6], [7]).
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Les fréquences alléliques relatives aux deux espèces sont présentées dans les tableaux I
et II. Notons que ces deux taxons ont en commun six électromorphes :

LAP-1100, LAP-
2Nul, GOT-1100, SOD-1100, PGM-3100 et PGM-3105.

La différenciationenzymatique apparaît d'autant plus grande que les échantillons sont
originaires de localités éloignées. Dans les Pyrénées, trois colonies de Cepaea nemoralis
de plus haute altitude (6, 7, 8) se distinguent des autres populations par l'exclusivité de
l'allèle PGM-3110 et le monomorphisme de cinq voire six locus (pi. II).

Les divergences entre les autres échantillons de Cepaea nemoralis s'expliquent avant
tout par un changement d'allèle majoritaire au locus EST-1 (pi. H). L'allèle 100, prédomi-
nant dans les Pyrénées, se substitue largement à l'allèle 98 des autres colonies. Ce
phénomène a déjà été constaté non seulement entre régions ([8], [9]) mais entre zones
beaucoup plus proches géographiquement ([1], [2], [3], [10]). Ainsi, l'accroissement de la
fréquence des allèles minoritaires (EST-195 et EST-198) constaté d'une part dans les
populations de basse altitude des vallées de l'Aude et de l'Ariège ( < 750 m) et d'autre
part, dans le secteur atlantique des Pyrénées (vallées d'Aure, d'Ossau et d'Oléron),
constituerait une étape transitoire à la réalisation d'un tel changement.

Aux autres locus, la différenciation entre les populations repose sur des allèles rares
dont certaines variations des fréquences ne semblent cependant pas aléatoires. En effet,
les électromorphes rapides LAP-1103, LAP-2107, MDH-1112 et PGI-1110, sont décelées
seulement dans les échantillons du Sud de la France alors que les allozymes plus lentes
caractérisent davantage la Bretagne (LAP-294 apparaît uniquement en 3, PGI-194 figure
dans toutes les colonies bretonnes) (pi. II). Des données provenant de populations
parisiennes et pyrénéennes s'accordent avec ces observations ([1], [2], [3], [10]). On

remarque de même chez Cepaea hortensis, malgré le nombre faible de populations
analysées, l'exclusivité ou la fréquence plus élevée des allèles LAP-1103, EST-1102, EST-
l 104 et GOT-1106 dans les colonies des régions bretonne et parisienne. A l'inverse, SOD-
l 115 et PGI-1108 ne sont identifiés qu'à Monségur (E) où PGI-1104 devient aussi très

commun.
Dans notre zone d'étude, les électromorphes rapides caractérisent donc les populations

localisées le plus au Nord pour Cepaea hortensis, le plus au Sud pour Cepaea nemoralis.
L'existence de ces allèles alternatifs de même que l'accroissement de certaines fréquences
alléliques, selon la région étudiée, rappellent les variations clinales mises en évidence par
Ochman et coll. [4]. Une telle illustration supposant l'impact de l'hétérogénéitéclimatique

sur la variabilité allélique s'observe également aux locus LAP-1 et EST-3 chez Hélix

aspersa [12].

La présence d'allèles particuliers à quelques populations entraîne aussi des divergences
entre les secteurs prospectés. Ainsi, MDH-196 est uniformément réparti dans toutes les
colonies de Cepaea nemoralis, tandis que l'allèle lent de ce locus n'est recensé qu'en
région pyrénéenne chez Cepaea hortensis (D, E). En revanche, l'allozyme MDH-1104 de
Cepaea nemoralis, bien représentée à Lorient et en région parisienne où elle devient
majoritaire [10], est absente dans les Pyrénées.

Concernant les électromorphes communes aux deux espèces, PGM-3105 est prédomi-
nante dans quatre échantillons de Cepaea hortensis. Chez les deux taxons, l'allèle 100 du
locus GOT-1 semble fixé dans la majorité des colonies; les populations mixtes de
Campbon (A) et La Chapelle (B) constituent toutefois une exception notable (présence
de GOT-1106) car les Hélix aspersa de ces mêmes stations se distinguent également par
une augmentation de la variabilité à ce locus [12].



TABLEAU I

Fréquencesalléliquesà huit locus enzymatiquesdans les populations de Cepaeanemoralis (Hc : hétérozygotiecalculée).
Allelefrequenciesat eight enzymatic loci in Cepaea nemoralispopulations(Hc: génie diversity).

Populations de Cepaea nemoralis

Bretagne Centre Pyrénées Varl

RSV LTF LTT MXT COU PE1 PE2 FTP CSL AXA HUB EST CN1 CN2 MSG SEN AUT COL
Locus Allele 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

PGM3 95 - - - I I - - - ÔTÔÏ8 - - - - - 0,024 0,018 - -
100 0,984 1,000 0,870 1,000 0,586 - - 0,042 0,964 0,983 0,833 1,000 0.500 0,729 0,238 0,964 0,804 1,000
105 0,016 - 0,130 - 0,414 - - 0,021 0,018 0,017 0.167 - 0,500 0,271 0.738 0.018 0.196 -
110 _____ 1,000 1,000 0,938 ___--_----

Hc 0,032 0,000 0,227 0,000 0,485 0,000 0,000 0,119 0,070 0,033 0,278 0,000 0,500 0,396 0,398 0,180 0,315 0,000

ESTj 95 0,031 0,100 0,109 ______ 0,033 ________
98 0,644 0,700 0,717 0,750 0,448 - 0,031 - 0,107 0,967' 0,033 - 0,107 0,065
100 0,121 0,200 0,174 0,250 0,552 1,000 0,969 1,000 0,893 - 0,967 1,000 1,000 1,000 1,000 0,893 0,935 1,000

Hc 0,271 0,460 0,444 0,375 0,495 0,000 0,061 0,000 0,191 0,064 0,064 0,000 0,000 0,000 0,000 0,255 0,122 0,000

LAP! 96 0,109 - 0,022 _____----_ 0,043 0,357 0,017
98 0,031 0,050 0,043 - 0,121 - 0,016 - - 0,050 - 0,036 - 0,043 - - 0,022 0,125

100 0,859 0,950 0,935 1,000 0,879 1,000 0,984 1,000 0,661 0,783 0,800 0,857 0,757 0,871 0,286 0,850 0,978 0,875
100 0,859 0,950 0,935 1,000 0,879 ,000 0,984 1,000 0,661 0,783 0,800 0,857 0,757 0,871 0,286 0,850 0,978 0,875
103 ________ 0,339 0.167 0,200 0,107 0,243 0,043 0,357 0,133

Hc 0,249 0,035 0,124 0,000 0,212 0,000 0,031 0,000 0,448 0,356 0,320 0,253 0,602 0,462 0,663 0,259 0,043 0,219

LAP2 94 - 0,017 ________________
97 0,208 - 0,234 0,109 0,458 _--_-----_

100 0,563 0,950 0,663 0,125 0,569 0,766 0,859 0,542 0,071 0,217 0,233 0,786 0,541 0,700 0,262 0,541 0,674 -
103 0,438 0,033 0,185 0,667 0,431 - 0,031 - 0,179 0,533 0,367 0,179 0,230 0,157 0,214 0,230 0,326 0,625
107 _ —-0,750-0,-250—0,-400-0,036—.,-30-0,-143-0,-24—0,_30 -—0;375~
Nul - - 0,152 __-__-----_-_-

Hc 0,492 0,096 0,504 0,497 0,490 0,359 0,249 0,497 0,401 0,606 0,651 0,349 0,602 0,460 0,416 0,499 0,440 0,469

MDHj 96 0,453 0,487 0,489 0,792 - 0,411 0,83 0,433 0,286 0,324 0,271 0,310 0,411 0,391
100 0,500 0,083 0,196 0,042 0,724 1,000 1,000 1,000 0,589 0,517 0,467 0,714 0,676 0,729 0,690 0,589 0,370 0,750
103 0,047 0,450 0,315 0,167 0,276 ----------- 0,239 0,250
112 __________ o,100 _-----_

Hc 0,542 0,573 0,623 0,344 0,400 0,000 0,000 0,000 0,484 0,499 0,584 0,408 0,438 0,396 0,429 0,486 0,653 0,375

PGI, 94 0,297 0,367 0,598 - 0,034 - - 0,750 0,036 - 0,033 _____ 0.457 -
100 0,703 0,633 0,402 1,000 0,966 1,000 1,000 0,250 0,964 0,983 0,967 0,964 1,000 1,000 1,000 1,000 0,543 1,000110--------- 0,017 - 0,036 ------

Hc 0,417 0,464 0,481 0,000 0,066 0,000 0,000 0,375 0,069 0,033 0,064 0,069 0,000 0,000 0,000 0,000 0,496 0,000

SODj 100 0,781 1,000 1,000 1,000 0,759 1,000 1,000 1,000 0,714 0,117 0,933 0,964 0,932 0,871 0,929 0,714 0,587 1,000
120 0,219 _ _ _ 0,241 - - - 0,286 0,883 0,067 0,036 0,068 0,129 0,071 0,286 0,413 -

Hc 0,342 0,000 0,000 0,000 0,366 0,000 0,000 0,000 0,408 0,207 0,124 0,069 0,126 0,244 0,132 0,180 0,485 0,000

GOTj 95 0,063 - - 0,125 --------------
100 0,937 1,000 1,000 0,875 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Hc 0,117 0,000 0,000 0,219 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Hc 0,308 0,211 0,300 0,179 0,314 0,045 0,043 0,124 0,259 0,225 0,261 0,144 0,254 0,214 0,255 0,232 0,319 0,133

©
N)

O

>
n
s»p.
CO

ta
«-^_"

*±
W
H-W
co
»>
»1S'
I—<a

to
VD
iWo

C\

I—'
v©

H-



PLANCHE I/PLATEI ANNIE GUILLER

Localisation géographique et hétérozygotie calculéemoyenne des populations
de Cepaea nemoralis(trait plein) et Cepaea hortensis (pointillé).

Collection localitiesand mean génie diversity in populations
ofCepaea nemoralis (shaded) and Cepaea hortensis (stippled).



PLANCHE 11/PLATE II

Fréquences alléliques aux locus PGM-3, EST-1, LAP-1 et MDH-1 dans les populations
de Cepaea nemoraliset Cepaea hortensis.

Allelefrequenciesal PGM-3, EST-l, LAP-l and MDH-l loci
in Cepaea nemoralis and Cepaea hortensis populations.



C. R. Acad. Sci. Paris, t. 313, Série DI, p. 299-306, 1991 305

TABLEAU II

Fréquences alléliquesà huit locus enzymatiquesdans les populationsde Cepaea hortensis
(Hc : hétérozygotie calculée).

Allelefrequencies al eight enzymatic loci in Cepaea hortensis populations (Hc: génie diversity).

Pnniil-jiinn<! de Cepaea hortensis

Région Bretagne Pyrénées
parisienne

SLE CPB CHA EST MSG
Locus Allele A B C D E

PGM3 ÏÔÔ 0,338 0,354 0,587 0,417 0,028
105 0,663 0,646 0,413 0,583 0,972

Hc 0,447 0,457 0,485 0,486 0,054

EST! 95 - - 0,019
100 0,938 0,406 0,404 0,833 1,000
102 0,062 0,375 0,577 0,167
104 - 0,031 -
Nul - 0,188 -

Hc 0,117 0,658 5,504 0,278 0,000

LAPt 96 0,075 _ _ _ _
98 0,313 - - 0,042 0,556

100 0,575 0,885 0,817 0,875 0,361
103 0,038 0,15 0,183 0,043 0,083

Hc 0,545 0,203 0,299 0,226 0,554

LAP2 94 0,163 0,170 0,029 0,250
96 0,025 0,050 0,135 - 0,250

100 0,813 0,570 0,716 0,667 0.750
104 - - 0,083
Nul 0,200 0,135

Hc 0,313 0,582 0,470 0,486 0,375

MDHj 96 - - - 0,042 0,417
100 1,000 1,000 0,990 0,833 0,583
104 - - 0,010 0,125

PGl! 90 - 0,031 0,010
94 0,075 0,594 0,260 0,075 0,500

100 0,900 0,375 0,731 0,900 0,458
104 0,025 - - 0,025 0,042
108 - -

Hc 0,184 0,506 0,398 0,538 0,496

SûDj 100 1,000 1,000 1,000 1,000 0,722
115 - - 0,278

Hc 0,000 0,000 0,000 0,000 0,401

GOT! 100 0,988 0,927 0,952 1,000 1,000
106 0,012 0,073 0,048

Hc 0,024 0,135 0,032 0,000 0,000

Hc 0,206 0,217 0,257 0,288 0,296

Dans les colonies mixtes de Cepaea nemoralis et Cepaea hortensis, les deux espèces
adoptent à certains locus des comportements enzymatiques similaires. A Estagniels
(12, D), les trois électromorphes du locus LAP-1 se caractérisent non seulement par des
mobilités relatives identiques (LAP-1100) ou voisines (LAP-198; LAP-1103), mais égale-

ment par des fréquencesalléliques semblables. Une répartitionapparemment non aléatoire
de certaines allozymes se retrouve aussi à Monségur (18, E); l'espèce Cepaea hortensis
présente en effet des particularités (fréquence élevée de MDH-196; monomorphisme du
locus EST-1) qui la rapprochent sensiblement des Cepaea nemoralis collectés dans cette
même station. En dépit du nombre très réduit de colonies plurispécifiques étudiées, la
concordance de certaines variations enzymatiques entre les deux espèces coexistantes
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traduit l'influence possible de l'altitude sur la structure génétique des populations pyré-
néennes.

La valeur des hétérozygoties calculées moyennes relatives à chacune des populations
confirme les observations précédentes (pi. I). Ainsi, les Pyrénées semblent être le siège
d'une plus grande variabilité génétique chez Cepaea hortensis, alors qu'une diminution
de l'hétérozygotie, surtout flagrante à plus haute altitude, s'observe chez Cepaeanemoralis,
notammentaux locus EST-1 et PGI-1. Signalons à cet égard l'impact possible de l'altitude
sur le polymorphisme dans des populations d'escargots i Petits-Gris vivant à plus de
1 000 m dans les Alpes-maritimes (étude en cours). Ces valeurs généralement plus faibles
de l'hétérozygotie attendue sont certainement liées à des conditions écologiquesdifficiles.
Un parallèle peut être fait avec la colonie bretonne du Fort-Bloqué (2) où les conditions
extrêmes imposées par l'arrière-dune littorale (sol sablonneux, végétation clairsemée
adaptée à la sécheresse ambiante) induisent une baisse de la diversitégénique, phénomène
qui s'étend par ailleurs aux espèces Theba pisana et Hélix aspersa récoltées dans la même
station [1] ou en région méditerranéenne sur terrain sableux [13].

Ces résultats préliminaires suggèrent l'influence de plusieurs types de facteurs sur la
différenciation protéinique des populations. Le rôle prédominantde facteurs climatiques
sur les transitions graduelles de certaines fréquencesalléliques, constatées entre différentes
zones altitudinales des Pyrénées ([1], [2], [3]), se manifeste dans notre étude sur une
échelle latitudinale. Ces variations clinales, considéréesle plus souvent comme adaptatives,
associées à des variations apparemment non aléatoires des!diversitésgéniques moyennes,
caractérisent les deux taxons. On peut alors imaginer que: des divergences entre espèces
sont le fait d'exigences écologiques différentes permettant a Cepaea nemoralis et Cepaea
hortensis de cohabiterde façon stable dans des milieux hétérogènes ([14], [15]).

L'intervention de certains phénomènes aléatoires comme les effets de fondation paraît
plus évidente dans les trois colonies de plus haute altitude et celle de l'arrière-dune
littorale où la diminution de la variabilité génétiquepeut provenir d'extinctions fréquentes,
en raison des conditions écologiquesrigoureuses.

Les auteurs remercient profondémentM. le Professeur M. Lamotte sans lequel cette étude n'aurait pu être
réalisée.

Note remise le 11 juin 1990, acceptée après révision le 11 février 1991.
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Physiologie animale/AnimalPhysiology

Mise en évidence et caractérisation d'une substance
apparentée à l'ocytocine dans les cellules surnuméraires des

ganglions génitaux de la sangsue Erpobdella octoculata

Martine VERGER-BOCQUET,Michel SALZET, Christian WATTEZ et Jean MALECHA

Résumé — Une substance apparentée à la partie C-terminale de l'ocytocine a été détectée par des
techniques immunocytologiqueset biochimiquesdans les cellules surnuméraires des ganglions géni-
taux d'Erpobdella octoculata. Elle est colocaliséedans ces neurones avec le FMRF amide. Elle est
vraisemblablementprésente sous deux formes, l'une monomérique, l'autre dimérique.

Evidence and characterizationof an oxytocin-like substance in the supernumerary
cells of the sex ganglia of the leech Erpobdella octoculata

Abstract — A substancerelated to the C-terminalpart ofoxytocinhas been detectedwith immunocy-
tological and biochemical techniques in the supernumerary cells of the sex ganglia of Erpobdella
octoculata. This substance is co-localized in thèse neurones with FMRFamide. It is likely présent
under twoforms: monomericand dimeric.

INTRODUCTION. — Chez les sangsues, la chaîne nerveuse ventrale est constituée de
32 ganglions. Les quatre premiers sont soudés pour former la masse nerveuse sous-
oesophagienne. Il en est de même pour les sept derniers qui constituent le ganglion caudal.
Les autres, appelés ganglions segmentaires (GS), au nombre de 21, se répartissent à
raison d'un par métamère. Ils sont constitués de 400 neurones environ à l'exception de

ceux qui innervent les deux segments portant les pores génitaux. Ces ganglions génitaux
(GS 5 et GS 6) renferment environ 350 neurones surnuméraires [1]. Ces cellules appa-
raissent au cours du développement post-embryonnaire ([2], [3]) sous l'effet d'un signal
produit par les ébauches génitales mâles [4] et présentent un immunomarquage avec les
anticorps anti-FMRFamide([2], [3], [5]).

Le but de notre travail est de démontrer l'existence dans ces neurones d'un autre
antigène reconnu par un anticorps anti-ocytocine.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Les sangsues Erpobdella octoculata ont été récoltées au
moment de leur maturation génitale dans un étang à Harchies (Belgique).

L'anticorps anti-ocytocine produit au laboratoire ne présente, en RIA et ELISA,
aucune réaction croisée avec l'arginine-vasopressine, et la lysine-vasopressine. Il est
spécifique de la partie C-terminale de l'ocytocine; il présente, en RIA et ELISA, 80 % de
réaction croisée avec le MSH release inhibiting factor (MIF) et pas de réaction croisée

avec la partie N-terminale de l'ocytocine, l'acide tocinoïque.
L'anticorps polyclonal anti-FMRFamide (646) nous a été aimablement donné par le

Dr J. Van Minnen, Amsterdam, Pays-Bas.
Pour l'immunocytochimie sur coupes, les pièces sont fixées au Bouin Hollande (sans

acide acétique) additionné de 10 % de HgCl2, incluses à la paraffine et débitées en coupes
de 7 um d'épaisseur. Les coupes sont traitées selon la technique d'immunofiuorescence
indirecte. La première incubation avec l'antisérum spécifique au 1/200 dure une nuit à
4°C, la seconde est faite avec une solution au 1/100 d'immunsérum de chèvre anti-IgG

Note présentée par Maurice DURCHON.

0764-4469/91/03130307 S 2.00 © Académiedes Sciences
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Fig. 1. — Marquage obtenu in loto en immunofluorescencesur une portion de chaîne nerveuse comprenant

un ganglion segmentaire (GS4) et les deux ganglions génitaux (GS5, GS6) traitée avec un anticorps anti-

ocytocine. Barre d'échelle= 200 \xm.

Fig. 1. —
Immunohistochemicalfluorescent micrograph of a whole-mountpréparation of a portion of nerve cord

featuring a non-sex segmentai ganglion (GS4) and the two sex segmentai ganglia (GS5, GS6) treated with an
anti-ocytocin antibody. Scale bar = 200 \im.

Fig. 2 et 3. — Marquage immunofluorescent sur des coupes adjacentes d'un ganglion segmentaire génital,

traitées avec un anticorps anti-ocytocine : a-OT (fig. 2) ou avec un anticorps anti-FMRFamide : o-FMRFa
(fig. 3). Les flèches indiquent les cellules ou les groupes de cellules qui réagissent avec les deux anticorps.

Barre d'échelle= 20 |j.m.

Figs. 2 and 3. - Immunohistochemicalfluorescentmicrographs ofadjacent sections at the level ofa sex segmentai

ganglion treated either with anti-oxytocin: a-OT(Fig. 2) or with anti-FMRFamide:a-FMRFa (Fig. 3). Arrows

indicate the cells or the groups of cells which react with the two antibodies. Scale bar=20 \xm.

de lapin marqué à la fluorescéine (Sigma). Les coupes sont examinées puis photographiées

au microscope à fluorescence Zeiss Axioskop.
Pour l'immunocytochimiesur montages in toto, la méthode de marquage utilisée a été

décrite antérieurement [6].

Pour l'étude biochimique, les extraits de ganglions segmentaires génitaux obtenus après
extraction à l'acide acétique 1M sont prépurifiés sur une colonne C18 sep-pak waters
éluée avec de l'acétonitrile à 50%. L'éluat est ensuite fractionné en Chromatographie
Liquide à Haute Performance (CLHP) sur une colonne de phase inverse Cl8 (Vydac :

25 cm, 5 \xm, 300 A) associée à une précolonne RP 18 (Merck). La colonne est éluée en
utilisant un gradient d'eau/TFA (99:1) et d'acétonitrile/TFA (99:1). Les différentes
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Fig. 4. —
Profil en CLHP d'un extrait de ganglions segmentaires génitaux. Vitesse d'élution : 1 ml/mn;

solvant A : 0,1 % TFA dans de l'eau; solvant B : 0,1 % TFA dans de l'acétonitrile. Programme d'élution :

10 mn à 0,1 % B, puis gradient de B à 1,5 %/mn de 0 à 15 % suivi par 1 %/mn de 15 à 45 % et par 7 %/mn
de 45 à 80%. La ligne continue indique l'absorbance à 226 nm, la ligne pointillée indique le gradient.
WM Fractions immunoréactives avec l'anti-OT. S Fractions immunoréactives avec l'anti-FMRFa.

Fig. 4. — HPLC elution profile from an extract of sex segmenta!ganglia. Elution rate: 1 ml/min. ; solvent A:
0,1% TFA in water; solvent B: 0,1% TFA in acetonitrile. Solventprograin: 10 min. at 0,1% B then gradient
ofBat l,5%lmin.,from0 to 15% followedby 1%/miti.from 15 to 45% andby 1%/min.from 45 to 80%. The

solid Une indicates absorbance at 226 nm, the dotted Une indicates the gradient, ttïl Fractions immunoreactive

with anti-OT. H Fractions immunoreactivewith anti-FMRFa.

fractions (1 ml) recueillies, sont analysées en ELISA. La technique ELISA utilisée a été
décrite précédemment [6].

RÉSULTATS. — 1. Étude immunocytologique. — Des cellules immunoréactives à l'anti-

corps anti-ocytocine se rencontrent dans tous les ganglions segmentaires de la chaîne

nerveuse ventrale d'_T. octoculata. Alors que ces neurones ne sont qu'au nombre de 8

à 10 par ganglion « normal », on en compte 10 à 20 fois plus dans les ganglions génitaux
(GS5 et GS6) (fig. 1). Ces derniers sont connus pour posséder des cellules surnuméraires
immunoréactives à l'anti-FMRFamide ([2], [3], [5]). Un immunomarquage réalisé sur
coupes alternées avec l'anticorps anti-ocytocine et l'anticorps anti-FMRFamide montre
que ce sont les mêmes neurones qui réagissentpositivement. Une saturation de l'anticorps
anti-FMRFamide par de l'ocytocine et vice versa n'entraîne aucune disparition du

marquage ce qui suggère la colocalisation de ces deux substances dans les mêmes cellules.
Pour vérifier ceci, nous avons procédé à la purificationdes antigènes.

2. Etude biochimique. — L'isolement de la substance ocytocine-like contenue dans

ces cellules a été réalisé par fractionnement en CLHP et la recherche des fractions
immunoréactives avec l'anticorps anti-ocytocine effectuée en ELISA. Deux zones immu-
noréactives ont été trouvées. L'une très immunoreactive est éluée à 32 % d'acétonitrile,
l'autre à 41 %. La première fraction est instable et engendre rapidement la seconde. Ces
deux fractions immunoréactives sont repurifiées en CLHP en isocratique. Les deux
produits sont ensuite soumis à un spectre de longueur d'onde qui montre un recouvrement
spectral total des pics obtenus, puis sont traités séparément ou en mélange par le
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dithiothreitol (DTT) et repassés en CLHP en gradient d'acétonitrile; ils génèrent un pic
unique immunoréactifà 26 % d'acétonitrile. Les différentes fractions recueillies après
purification en CLHP ont également été éprouvées avec l'anticorps anti-FMRFamide.
Deux zones immunoréactivesdifférentesde celles obtenues avec l'anticorpsanti-ocytocine
sont mises en évidence. La première coélue avec le FMRF oxydé, la seconde avec le
FMRFamide.

DISCUSSION. — Chez la sangsue E. octoculata, les neurones surnuméraires des ganglions
génitaux sont immunoréactifs à un anticorps dirigé contre la partie C-terminale (séquence
PRO-LEU-GLY-NH2)de l'ocytocine. Il en est de même pour la dizaine de neurones
contenant une substance FMRFamide-likede chaque ganglion segmentaire. L'immuno-
réactivité anti-ocytocine-liken'est plus observée quand l'anticorps est préadsorbé avec la
partie C-terminale de l'ocytocine, mais est conservée quand l'anticorps est préadsorbé
avec une quantité équivalentede FMRFamide.De plus, nous avons démontré la présence,
dans les fractions extraites et purifiées de ces ganglions génitaux, de substances distinctes
respectivementimmunoréactivesà l'anticorpsanti-ocytocine et à l'anticorpsanti-FMRFa-
mide. L'ensemble de ces résultats est en faveur de la coexistence au sein des cellules
surnuméraires des ganglions génitaux d'is. octoculata ainsi que dans quelques neurones
des autres ganglions segmentaires de deux séquences peptidiques différentes, l'une de
type FMRFamide-like, l'autre voisine de la partie C-terminale de l'ocytocine.

Les résultats obtenus en spectre de longueur d'onde et après traitement au DTT des
fractions purifiées immunoréactives sont en faveur de l'existence de deux formes de la
substance ocytocine-like : l'une monomérique, l'autre dimérique. La même observation a
été faite pour la substance de type arginine-vasopressiné-likede Locusta migratoria [7];
seule la forme dimérique présente l'activité diurétique. Jusqu'à présent le rôle physiologi-
que de la substance ocytocine-liked'E. octoculata n'est pas connu. Cependant, l'hormone
antidiurétique de la sangsue Theromyzon tessulatum ([8], [9]) semble avoir une parenté
structurale avec l'ocytocine mammalienne [10].

Nous remercions : J. P. Verhaegen, conservateur du C.R.B. d'Harchièset pour leur collaborationtechnique :

B. Léu, D. Lazarecki, G. Montagneet N. Thesse. ;

Note remise le 25 juillet 1991, acceptée le 13 août 1991.
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Effet de la colchicine sur les neurones à vasopressine et à
hormone de mélano-concentrationde l'hypothalamus du

rat : études hybridocytochimiqueet immunocytochimique

Pierre-Yves RISOLD, Dominique FELLMANN et Claude BUGNON

Résumé — 48 h après une injection intra-cérébroventriculairede 100 ug de colchicine,les IS dirigés
contre trois peptides potentiels inclus dans le précurseur de l'hormone de mélano-concentration, ne
révèlentplusque les grainsde sécrétion accumulésdans leurs péricaryons d'origine. Chez les animaux
témoins, ces IS marquent sélectivementl'un des compartiments cellulaires (reticulum endoplasmique,
Golgi, grains de sécrétion)dans lesquels ce précurseur subit des transformationslors de sa migration.
La colchicine provoque aussi une forte diminution du signal autoradiographiqued'hybridation de
sondes spécifiques des ARNm de ce précurseur. A titre comparatif, à la forte augmentation
d'immunoréactivité des neurones producteurs de vasopressine qu'elle entraîne, s'associe une diminu-
tion comparable du taux des ARNm du précurseur de ce neuropeptide. Ces faits démontrent la
possibilité d'effets de la colchicine se traduisant par une chute du taux des ARNm spécifiques et
par un blocage de la synthèse protéique de neuropeptides, consécutifs à l'accumulationdes grains
de sécrétion dans les péricaryons de deux populations neuronales de l'hypothalamusdu rat.

Effect of colchicine on vasopressin and melanin-concentratinghormone neurons of
the rat hypothalamus: hybridocytochemistry and irnrnunocytochernistry studies

Abstract — 48 hrs. after an intra-cerebroventricularinjection ofcolchicine (100 ug), antisera to three
putative peptides included in the rat melanin-concentratinghormone(MCH) precursor, stronglystained
the secretory granules accumulated in perikarya. In control rats, thèse antisera stained endoplasmic
reticulum, Golgi apparatus, or neurosecretorygranules respectively. Colchicinealso induced a dramalic
decrease in hybridization signal obtained with a probe complementary to the prepro-MCH-
mRNA. Similarly, colchicine induced a strong increase in vasopressin immunoreactivityin neurons of
the paraventricular and supraoptic nuclei, and a strong decrease of the vasopressin precursor
mRNA. Thèse results demonstrated that, in two peptidergic neuronpopulations of the rat hypothala-
mus, colchicine lowers mRNAsand impairsneuropeptideprotein synthesis,conseculively to the accumu-
lation ofneurosecretorygranules in perikarya.

AbridgedEnglish Version — Intra-cerebroventricular injections of colchicine are often used

to improve the détection of perikarya of chemically defined neuron populations in the rat
brain ([1], [3]-[5]). In the présent work, the effect of colchicine on melanin-concentrating
hormone-(MCH) or vasopressin-(VP) mRNAs was investigated by in situ hybridization.
Immunodetection of peptides potentially deriving from the MCH precursor and of VP was
also performed in order to verify if colchicine treatment impairs biosynthesis of thèse peptides,

as has been described for liver proteins [11].

Maie Sprague Dawley rats received an ICV injection of colchicine (100 pg in 50 ul saline)

(n= 4) or of saline (n = 2) 48 hrs. before sacrifice. Four untreated rats served as controls.

Brains were processed for immunocytochemistry and in situ hybridization as previously
described ([2], [6], [8], [12]). Antisera (AS) raised against three peptides (rMCH, neuropep-
tide glycine-glutamic acid —NGE, neuropeptide glutamic acid-isoleucine — NEI) putatively
released from the MCH precursor ([2], [7]) were used. They specifically stain the neuron
population previouslyanalyzed with antibodies to human somatocrinin 1-37 (GRF37), cxMSH

and salmon MCH (sMCH) ([6], [12]). Vasopressin neurons were revealed using an AS to
VP supplied by Pr. S. Blasher (Giessen, R.F.A.).

Oligonucleotide probes complementary to VP-mRNA (Oligofit, Genofït, Geneva) and to
prepro-MCH-mRNA (rMCH 27, Appligene), were labelled with 32P dCTP by the tailing

Note présentée par Ivan ASSENMACHER.
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procédure ([2], [8]). Autoradiographic détection of prepro-MCH-mRNA was quantified
using an image analyzer (Quantimet 720, Cambridge) using a program previously
described [8].

In control rats, a reticular staining of the perinuclear area was observed using rMCH-AS
(Fig. 1); it was identical to the golgian staining obtained with sMCH-AS [12]. The granular
staining obtained with NGE-AS (Fig. 2) could be compared with the staining of the neuro-
secretory granules observed with GRF37-AS [12]. NEI-AS (Fig. 3) diffusely stained the
cytoplasm of the perikarya, as previously observed with an acetylcholinesterase-AS (AChE-
AS), which revealed rough endoplasmic reticulum cisternae [12].

In colchicine-treated rats the staining obtained with rMCH-, NGE- and NEI-AS were
more intense and granular in aspect. This treatment also increased the staining obtained
with VP-AS in paraventricular and supraoptic nuclei. Conversely, hybridization of VP and
MCH oligonucleotide probes dramatically decreased in colchicine-injected rats (Figs. 5, 7, 9)
compared with the control animais (Figs. 4, 6, 8). Morphometric investigations showed a
60% decrease of the hybridization signal over MCH perikarya (Fig. 10).

In colchicine-injected rats, AS to peptides encoded in the MCH precursor stained only
those neurosecretory granules which are accumulated in the somatal cytoplasm. Rough
endoplasmic reticulum and Golgi apparatus, where MCH precursor is synthesized and proces-
sed, were no longer stained. Thèse results suggest that colchicine inhibits the biosynthesis
of the MCH precursor.

Our results also demonstrate that a large amount of colchicine (100 Ug/48 hrs.) induced a
strong decrease in VP- and MCH-mRNAs. It has been previously reported that smaller

amounts (7 pg) for a shorter time (24 hrs.) stop the release of neuropeptides [10] but hâve
little effect on their somatal accumulation, and no effect on their synthesis [9].

Therefore, it seems likely that colchicine affects, in a dose -and time-dependent manner,
release, axonal transport and finally biosynthesis of neuropeptides. Under our conditions, a
toxic effect of colchicine on transcription and translation processes cannot be ruled

out. However, the observed effects may also be explained by the strong peptide accumulation
in the perikarya. In this case, neuropeptides or some of their dégradation products would
modulate the translation rate and/or the turnover of their mRNAs.

INTRODUCTION. — La colchicine, injectée par voie intra-cérébroventriculaire, entraîne
la destruction du système microtubulaire dans les neurones et une accumulation des
grains de sécrétion dans les péricaryons peptidergiques qui en permet une meilleure
caractérisation immunohistochimique ([1], [3] à [6]).

Dans ce travail, nous avons recherchépar hybridocytoçhimieet par immunocytochimie
les effets de la colchicine sur la teneur en ARNm spécifique et leur traduction en
neuropeptide dans les neurones à vasopressine (VP) et dans ceux élaborateurs du pré-

curseur de l'hormone de mélanoconcentration (MCH).

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Nos études ont porté sur 12 rats mâles de 200 g de la
souche OFA Sprague Dawley (IFFA-Credo), dont 10 ont été répartis en trois lots de :

quatre animaux non traités; quatre animaux ayant subi, sous anesthésie au chloral, une
injection intracérébro-ventriculairede colchicine (100 ug/50 jxl de NaCl 0,9%) selon une
procédure déjà décrite ([3], [12]); deux animaux témoins ayant reçu dans les mêmes
conditions, une injection de 50 ul de NaCl 0,9 %. 48 h après l'injection, les cerveaux ont
été fixés par perfusion intracardiaque d'une solution de paraformaldéhyde 1 % (PFA 1 %)
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dans un tampon phosphate 0,1 M pH 7,4. Après congélation, ils ont été débités au
cryostat en coupes sériées de 10 um d'épaisseur. Deux autres cerveaux provenant d'un
rat témoin et d'un rat traité ont été fixés au PFA 4 % et, débités au vibratome en coupes
sériées de 50 um.

Les méthodes immunocytochimiques ont été mises en oeuvre avec trois IS préparés au
laboratoire par immunisation de lapins avec des peptides dérivés du précurseur de la
MCH de rat, récemment clone ([2], [7]) : IS anti-neuropeptide glycine-acide glutamique
(NGE), IS anti-neuropeptide acide glutamique-isoleucine (NEI) et IS anti-MCH de rat
(rMCH). Les contrôles de spécificité appliqués à chacun d'eux, concernent l'inhibition
des marquages immunocytochimiques après incubation des IS avec les antigènes corres-
pondants, et la reconnaissance de ces antigènes adsorbés sur nitrocellulose (travaux en
cours de publication). LTS anti-vasopressine (VP) nous a été fourni par Mme le professeur
S. Blâsher (Giessen, R.F.A.).

Les coupes au cryostat ont été incubées une nuit à 20°C avec ces IS dilués au 1/100,
puis 1 h avec des anticorps anti-IgG de lapin conjugués à la fluorescéine (1/50). Les

coupes au vibratome ont été traitées par la technique aux complexes PAP, puis incluses
dans l'araldite et débitées en coupes semi-fines de 1 um [12].

Pour la technique d'hybridations in situ nous avons utilisé deux oligonucléotides de
synthèse, l'un de 27 bases (Appligène) complémentaire d'une séquence de l'ARNm du
prépro-MCH du rat [2] et l'autre de 45 bases (Genofit) complémentaire d'une séquence
de l'ARNm du précurseur de la VP. Ils ont été marqués par « tailing » avec du 32P-

dCTP selon une procédure déjà rapportée ([2], [8]). Après une étape de pré-hybridation,
les coupes ont été incubées une nuit à 40°C avec 20 pi de tampon renfermant 0,125 ng
de l'une ou l'autre des deux sondes. Les marquages ont été révélés par appositionpendant
12 h d'un film de radiographie (Hyperfilm-Amersham),puis par autoradiographieaprès
7 jours d'exposition des lames émulsionnées (émulsion LMl-Amersham).

Des analyses morphométriques[8] ont été effectuées à l'aide d'un analyseur d'images

« Cambridge Quantimet 720 » (Imanco) sur des séries de quatre à six coupes par animal,
traitées simultanément en hybridation in situ. La surface occupée par le marquage histo-
autoradiographiquesur chaque champ est mesurée en pixels après soustraction du bruit
de fond. La surface moyenne du marquage par cellule est obtenue en divisant la surface
totale du marquage d'un champ par le nombre de neurones marqués qu'il renferme. Les

mesures de surfaces sur les neurones à MCH ont été réalisées dans deux territoires
distincts de leur aire de répartition (zona incerta et hypothalamus latéral). L'analyse
statistique des données a été effectuée par le test t de Student.

RÉSULTATS. — 1. Études immunocytochimiques. — Les IS anti-NGE, anti-NEI et
anti-rMCH révèlent tous les péricaryons d'une population de neurones localisée dans
l'hypothalamuslatéral et dorsal postérieur, également pluri-immunoréactifs à des IS anti-
GRF37, anti-ocMSH, anti-sMCH [6] et anti-acétylcholineestérase (AChE) [12].

Chez les témoins, une analyse fine de la distribution intracytoplasmique des marquages
immunocytochimiquesobtenus avec ces trois IS nous a permis de retrouverdes différences
déjà observées avec nos IS anti-GRF37,anti-ocMSH et anti-sMCH ([6], [12]). En particu-
lier, ITS anti-rMCH (fig. 1) fournit un marquage cytoplasmique très intense, réticulé,
périnucléaire de type golgien identique à celui qui avait été décrit avec notre IS anti-
sMCH qui reconnaît bien l'appareil de Golgi en microscopie électronique. Le marquage
obtenu avec ITS anti-NGE est très finement granulaire (fig. 2), semblable à celui observé

avec ITS anti-GRF37, au sein des mêmes neurones, qui ne révèle que les grains de
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sécrétion en haute résolution. LTS anti-NEI fournit un marquage de fond très diffus de
l'ensemble du cytoplasme des péricaryons (fig. 3), comparable à celui observé avec un IS
anti-AchE, qui révèle le reticulum endoplasmique granuleux en microscopie électronique.
Rappelons que chez des animaux non traités, ITS anti-ixMSH ne marque pas ces périca-
ryons ([6], [12]).

Après traitement à la colchicine, les marquages des péricaryons fournis par nos trois
nouveaux IS sont beaucoup plus intenses et tous d'aspectgranulaire, comme ceux obtenus
chez ces animaux avec nos trois IS anti-sMCH, anti-ocMSH et anti-GRF37 qui ne
reconnaissent alors que les grains de sécrétion en microscopie électronique [12].

Chez les sujets témoins, ITS anti-VP révèle bien des péricaryons dans les territoires
magnocellulaires des noyaux paraventriculaires (NPV) et des noyaux supraoptiques
(NSO). Cependant, l'intensité de ce marquagediffus du cytoplasme varie d'un péricaryon
à un autre.

Chez les animaux traités à la colchicine, les marquages obtenus avec cet IS dans les
mêmes péricaryons sont tous très intenses et d'aspect granulaire plus net.

2. Études hybridocytochimiques. — Les films radiogràphiques des coupes de cerveaux
d'animaux ayant subi une injection de colchicine permettent d'apprécier une très forte
diminution du signal hybridocytochimique avec nos deux sondes complémentaires de
l'ARNm-MCH et de l'ARNm-VP. Par contre, l'injection intra-ventriculaire de sérum
physiologiquen'induit aucune modification de ce signal par rapport aux animaux témoins
non injectés. Ces observations sont confirméespar l'observationmicroscopique des lames
traitées par histo-autoradiographie: en effet avec la ;sonde VP, la densité en grains
d'argent est beaucoup plus faible au niveau des territoires des NSO et des NPV chez les
animaux traités à la colchicine que chez les témoins (fig. 6-9). Avec la sonde MCH le
signal autoradiographiqueconcerne un nombre plus réduit de neurones dont l'intensité
de marquage est nettement plus faible tant au niveau de leur aire de répartition dorsale
et dans la zona incerta, que dans les territoires hypothalamiques latéro-postérieurs
(fig- 4, 5).

L'analyse morpho-densitométrique des cellules MCH+ confirme nos premières consta-
tations. En effet, la surface moyenne du marquage hybridocytochimique par cellule
diminue d'environ 60 % (fig. 10), cette différence étant hautement significative. L'effet
est identique dans les deux régions analysées, zona incerta et aires latérales postérieures,
avec une diminution d'environ 20 % des cellules marquées chez les animaux traités par
rapport aux témoins.

DISCUSSION. — Une injection ICV de 100 ug de colchicine entraîne en 48 h une forte
mise en charge des péricaryons en grains de sécrétion tant dans les neurones à VP que
dans ceux à MCH. Dans ces derniers, seuls les grains sont immunoréactifs à nos trois IS
dirigés contre le NGE ou le NEI ou le rMCH, peptides potentiels de clivage d'une même
moléculemère. On constate donc la disparitiondu marquagespécifique de compartiments
cellulaires différents dans lesquels ce précurseur subif des transformations lors de sa
migration, obtenus chez les animaux témoins avec chacun de ces IS. Nous avions déjà
vérifié des faits similaires en microscopie optique et en microscopie électronique avec des
IS anti-ocMSH, anti-sMCH et anti-GRF37 sur ces mêmes neurones, chez des rats traités
à la colchicine ou témoins ([6], [12]). Par ailleurs, nous avions aussi constaté une dispari-
tion du marquage du reticulum endoplasmique par unTS anti-AChE chez les animaux
traités à la colchicine [12]. L'ensemble de ces faits paraît témoigner d'une forte diminution
ou d'un arrêt de la synthèse du précurseur de la MCH: secondaire à l'accumulation des
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Fig. 10. - Surfaces occupées par le signal hybri-
docytochimiquesur les péricaryons à prépro-
MCH chez des rats témoins et traités à la
colchicine.

Fig. 10. - Areas of hybridization staining on
prepro-MCH perikarya in control and colchic-
ine-injected rats.

grains de sécrétion dans les péricaryons, et, parallèlement, à un arrêt de synthèse de
l'AChE. Une inhibition de synthèse protéique hépatique peut être provoquée par la
colchicine [11].

Nos résultats d'hybridation in situ démontrent une diminution du taux des ARNm-
VP et des ARNm-MCH dans leurs neurones élaborateurs respectifs, confirmée par nos
études quantimétriques pour les neurones à MCH qui indiquent une chute de 60 %
du signal d'hybridation. Cette diminution correspond sans doute à une réduction des
phénomènes de transcription et/ou de la durée de vie de ces ARNm, peut-être liée à
l'augmentation des lysosomes dans les péricaryons [12].

Pour certains, des doses plus faibles de colchicine (7 pg) ne provoqueraient en 24 h

qu'un blocage de la libération des neuropeptides au niveau des terminaisons [10] et
n'auraient que peu d'effet sur le transport axonal des grains de sécrétion et sur les

phénomènesde synthèse [9]. Il semble donc que la sensibilité des neurones peptidergiques
à la dose et au temps d'action de la colchicine concerne, dans un ordre décroissant,
d'abord les phénomènes de libération distale, puis ceux de transport axonal, et enfin

ceux de protéosynthèses. Dans nos conditions expérimentales,bien qu'une certaine action
toxique directe de la colchicine sur les phénomènes de transcription et de traduction ne
puisse être exclue, la forte accumulation des neuropeptides et des lysosomes dans les
péricaryons permet d'émettre l'hypothèse que ces neuropeptides eux-mêmes, ou certains
produits de leur dégradation partielle par crinolyse, pourraient intervenir pour freiner la
transcription et/ou la traduction de leur propre ARNm.

Note remise le 4 mars 1991, acceptée le 8 avril 1991.
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EXPLICATIONSDE LA PLANCHE

Fig. 1-3. — Sur des coupes semi-fines issues d'un rat témoin, ITS anti-rMCH fournit un marquage réticulé
périnucléaire (1), ITS anti-NGE un marquage granulaire (2) et ITS anti-NEI un marquage diffus (3) du
cytoplasme des péricaryons.

Figs. 1-3. — On semi-thin sections of control rats, rMCH-ASgave a rèticularperinuclear staining (ï), NGE-AS
a granularstaining (2) and NEI-AS a diffuse staining (3) of the cytoplasm ofperikarya.

Fig. 4-9. — Avec la sonde MCH au niveau des neurones de l'hypothalamus latéral et dorsal (4, 5) ou avec la
sonde VP dans les noyaux paraventriculaire (6, 7) et supraoptique (8, 9), le signal hybridocytochimique est
plus intense chez les animaux témoins (4, 6, 8) que chez ceux traités à la colchicine(5, 7, 9).

Figs. 4-9. — Using oligonucleotideprobes to prepro-MCHmRNA on neurons of the latéraland dorsal hypothala-
mus (4, 5), or to VP mRNA on paraventricular (6, 1) and supraoptic (8, 9) nuclei, the hybridizationsignal was
more intense in control (4, 6, 8) than in colchicine-injected rats (5, 7, 9).
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Psychophysiologie/Psychophysiology
(Psychologie animale/_i7H»?„/ Psychology)

Chimioréception nasale in utero: expériences préliminaires
chez le foetus ovin

Benoist SCHAAL, Pierre ORGEUR, Jean-Pierre LECANUET, Alain LOCATELLI,

Carolyn GRANIER-DEFERRE et Pascal POINDRON

Résumé — Chez le foetus ovin, l'injection intranasale d'une solution odorante de 2-méthyl-2-
thiazoline provoque des décélérations du rythme cardiaque, alors que l'injection d'une solution
contrôle (sérum physiologique) n'induit pas de réponse significative. Ceci indique que le foetus de
mouton, comme celui des rongeurs muridés, possède des capacités de détection par les chimiorécep-
teurs nasaux.

Nasal chemoreception in utero: first data in the fetal sheep
Abstract — Intranasal injections of a fragrant solution of 2-melhyl-2-thiazoline eliciled significant

heart rate décélérations in late pregnancyfetal sheep, while the injection of a control fluid (isotonic
saline) hadno effect. This resuit indicatesthat the ovinefetusesare able to delect nasally administered
odorants, as previouslydemonstrated in the fetusesofmurine rodents.

AbridgedEnglish Version — In utero chemoreceptionhas been demonstrated in the rat and
the mouse. In thèse species, fetal mère exposure to artificial odorants induces neonatal
préférence ([1], [2]), or reduced neophobia [3], for any substrate bearing similar odour
properties. In addition, neonatal rats display avoidance to odorants which hâve been paired
in utero with aversive conditioning ([4], [5]). The présent experiment is aimed at examining
the possibility of nasal chemoreception in the fétus of a nonrodent placental mammal.

METHODS. — After surgical préparation of two near-term ewes (gestational day 144), two
fetuses (F 1 : maie, F 2: female) were externalized from the utérus and amnion in order to
be implanted with intranasal cathéters and heart rate électrodes. The proximal end of the
cathéters was positioned to the postero-apical part of the nasal fossae, i. e., in the immédiate
vicinity to the olfactory areas (controlled by dissection on stillborn lambs). Three cathéters
were sutured to the alae nasi, two of them serving the left naris and one the opposite
naris. In order to deliver the stimulations, the distal end of each cathéter was connected to
a hand-operated syringe. The odorants consisted of citral (CI) (a lemon-like odorant; concen-
tration: 1.7%, [6]), and 2-methyl-2-thiazoline (MT) (a foui odorant; concentration: 10%)
solutions in isotonic saline (SP) (NaCl 0.9% in distilled water), which also served as a control
stimulus. In the absence of threshold références established in fetal lambs for water-borne
odorants, both stimulations were subjectively equalized to the human nose on the basis of
intensity assessment of the vapour phases. The testing of the fetuses in the womb started
at least 1 hr. after the ewes' complète recovery from anesthesia, which were then standing
without constraint. The infusions of the stimuli were made at fetal température and with
regular pressure (the same trained expérimenter operating the syringes). Both odorants were
infused into the left nasal fossa, the opposite fossa receiving the control infusions. Because
of the tenacity of MT, the order of administration of the stimulations was CI-SP-MT in
both fetuses. In between the CI and MT infusions, a volume of fluid équivalent to that
previously injected was aspired in order to avoid potential overpressure and to recover a part
of previously injected odorant solution. A total of 6 and 10 successive 100 pi stimuli were

Note présentée par Pierre KARLI.
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injected for each condition in F 1 and F 2, respectively. The delay between two successive
infusions depended on the fetal heart rate (FHR) return to baseline (it was never inferior to
120 sec). Infusions were administered during periods of low FHR variability, free of fetal

or maternai movements. As mean FHR is affected by cyclic variations [7], both fetuses

were tested at the same daytime on successive days. The FHR was picked up using insulated
cables (length: 90 cm) welded to silver électrodes subcutaneously implanted. FHR signais

were recorded by an electro-cardiograph (HP 8020 A) connécted to a computer for storage
and analysis. Cardiac periods were computed in ms and, converted to HR in beats per
minute (bpm). A specifically designed algorithm was used tb improve EKG signais. When
testing was over, the lambs were delivered by C-section and left by the mother.

For each test, HR changes were plotted as déviations of die average FHR of each poststi-
mulus 3-sec. period from the average FHR of the last prestimulus 3-sec. period. Raw data

were analysed with two-way ANOVAs for repeated measures. As sphericity assumption is

unlikely for most repeated physiological measures [8], only 2-term comparisons (1 df) were
used.

RESULTS. — Baseline FHR was stable and within the range of that reported by previous

studies ([9], [10]). However, HR variability was différent between both fetuses (mean presti-
mulus FHR: 165.1 and 171.8 bpm; S.D.: 11.3 and 4.6 bpm; range: 144.6-196.4 and 164.1-
178.0 bpm for FI and F2, respectively).

Nasal infusions of MT induced transitory FHR décélérations in ail tests performed on
both fetuses. The magnitude range of the décélérations was 3.3-53.1 bpm attained after 2-
9 sec. in F 1, and 3.8-16.4 bpm attained after 5-15 sec. in F 2. Averaged maximum décéléra-

tion was of 12 and 8 bpm, reached 6 and 9 sec. after stimulus onset in F1 and F 2,

respectively (Fig). This effect was significant in both fetuses [F 1: F(l, 150)= 5.34; p<Q.Q5;
F 2: F(l, 260) = 31.72; p<0.001]. Comparisons between the prestimulus HR bin and the
successive poststimulus HR bins indicated that déviations from baseline were significant at
3-9 sec. in F 1 and at 6-30 sec. in F 2.

Injections of CI induced tenuous FHR accélérations in both fetuses (Fig.). Thèse effects

were not significant, although a trend was found in F 1 [F(l, 150)= 3.18; 0.10>/>>0.05;
F2: F(1, 260) = 0.72; p>0.lQ]. Infusions of saline (SP) induced no effect on the FHR
[FI: F(l, 150)= 0.58; F2: F(l, 260)= 1.82; ps>0.lQ].

DISCUSSION. — Intranasal infusions of flavoured solutions to ovine fetuses induced FHR
variations. The most dramatic effect was recorded following MT infusions: reliable FHR
décélérations were observed for that odorant in both fetuses.

,
No significant FHR variations

were obtained in either subject after injections ofthe control ;
stimulus (SP). The infusions

of SP being ineffective in triggering FHR changes, the effect of intranasal somesthesis
potentially associated with injections can be excluded. In addition, the fact that stimulations

were administered through the nasal route allows to rule out FHR changes potentially elicited
by the laryngeal chemoreflex [11].

In the présent expérimental conditions, the unclear effect of CI on the FHR was unexpec-
ted in regard of its unquestionable détection by périnatal rats ([1], [12]) and neonatal lambs
(Schaal and Orgeur, 1990, unpublished). The differential èffectiveness of both odorants
could be explained by several factors: (1) although we attempted to subjectively balance their
intensity on the basis of the vapor phase, the liquid phases contacting directly the receptors
might hâve been uneven; such an intensitive disparity could in itself explain différent sensory
conséquences of the two stimulations; (2) both compounds are not water-soluble at the same
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degree [13], a physicochemical property accounting partially for the détection of odorants [14];
(3) the odorous infusions might hâve recruited receptors belonging to one or several chemore-
ceptor subsystems présent in the nasal pathways (e.g., olfactory, trigeminal, vomeronasal,
terminal Systems). Specifically, as it is known in other species [15], the most intense stimulus
might hâve depolarised receptors of the olfactory plus trigeminal subsystems and induced
FHR changes of larger magnitude. Finally, (4) a hedonic différence between both odorants
might produce differential responses in ovine perinates. In less-than-1-hour old lambs, the
présentation of two qualitatively distinct odours induced heart rate variations in opposite
directions [16]. Thus the possibility of sélective odour responsiveness cannot be rejected
several hours before birth.

It is clear that many more experiments (using stimuli less contrasted for their physico-
chemical properties and procédures avoiding die potential effects of répétitive stimulations)

are needed to untangle thèse issues. However, the présent results are, to our knowledge, the
first to demonstrate functional nasal chemoreceptionin the ovine fétus. Nasal chemoreceptive
abilities first demonstrated in the fetuses of murine rodents might thus be extended to the
fetuses of other taxa of placental Mammals.

Des expériences récentes montrent que le foetus de Rongeur perçoit les variations
chimiques de l'environnement amniotique. D'une part, une simple exposition prénatale à
un stimulus odorant artificiel peut induire, chez le raton et le souriceau nouveau-nés,
une préférence ([1], [2]) ou une moindre néophobie [3], pour un substrat de mêmes
caractéristiques aromatiques. D'autre part, l'établissement in utero d'une aversion chimio-
sensorielle conditionnée se traduit, au sevrage, par une aversion pour l'ingestion d'un
liquide présentant les mêmes propriétés que le stimulus conditionnel foetal ([4], [5]).
La présente étude a pour but de mettre en évidence la généralité du fonctionnement
chimiosensorielchez le foetus d'une espèce placentaire appartenant à un taxon autre que
celui des Rongeurs.

MÉTHODES. — Sujets. — Cette étude est menée sur deux foetus ovins de race « Ile-de-
France » (F 1: mâle; F 2: femelle) en fin de gestation (jour G144).

Chirurgie et équipement des foetus. — Après anesthésie de la brebis, les foetus sont
partiellement extraits de l'utérus et de la poche amniotique, en vue de l'implantation
intranasale de trois cathéters (polyéthylène, diamètre int. : 0,86 mm; longueur : 80 cm)
servant de vecteurs aux stimulations. L'embout des cathéters est positionné à proximité
immédiate de la muqueuse olfactive (vérifié après dissection sur des agneaux mort-nés).

Le RCF est capté à l'aide de trois électrodes d'argent (diamètre : 0,4 mm) suturées
sous la peau en position ventrale, de part et d'autre du sternum pour les capteurs actifs,
et au niveau de la nuque, pour le capteur de référence. Les foetus ainsi équipés sont
réintroduits dans leurs enveloppes qui sont soigneusement refermées. Les cathéters et les
fils conducteurs sont fixés au foetus et à la mère, leur extrémité distale émergeant sur le
flanc de la brebis. Les tests de détection chimiosensorielle commencent 1 h après la
récupération complète de l'anesthésie maternelle; la brebis se tient alors debout, sans
contrainte, pendant la durée de l'expérience.A la fin de celle-ci, les agneaux sont délivrés

par césarienne et laissés auprès de leur mère.

Stimulations chimiques. — Les injections de stimulations odorantes se font après
connexion de l'embout distal des cathéters à une seringue (1 ml) activée manuellement.
Trois types de stimulations sont utilisés : (a) du sérum physiologique (SP) (NaCl à 0,9 %
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dans de l'eau distillée), (b) du citral (CI) (Aldrich) à concentration saturante (1,7 %, [6])

dans du SP, (c) de la 2-méthyl-2-thiazoline (MT) (Aldrich) à 10 % dans du SP. Les
solutions sont injectées à la température foetale et avec une pression régulière (un même
expérimentateur entraîné effectuant les injections). Les stimulations odorantes (CI et MT)
sont injectées dans la narine gauche, les stimulations icontrôles (SP) dans la narine
opposée. L'ordre des injections est le même chez les deux foetus (I-SP-MT). Un total de
6 et 10 injections consécutivespar substance est réalisé chez les foetus 1 et 2, respective-

ment. Le volume de chaque injection est de 100 ul et sa durée est d'environ 2 s. Entre
les deux séries d'injections odorantes (CI et MT), un volume équivalent de liquide est
aspiré du canal nasal à l'aide d'une seringue afin de limiter la possibilité de surpression

et d'éliminer une partie de la première odeur. Le délai entre deux injections varie en
fonction du retour du rythme cardiaque du foetus aux valeurs notées durant la phase
préstimulus. Il n'est jamais inférieur à 120 s. Les stimulations sont délivrées pendant des
périodes de faible variabilité du rythme cardiaque en l'absence de toute activité motrice
foetale et maternelle. De plus, le RCF étant soumis à des variations cycliques diurnes [7],

les expériences sont effectuées durant des horaires identiques pour les deux foetus.

Variables mesurées. — L'amplification et l'enregistrement en temps réel des variations
de la fréquence cardiaque sont réalisés à l'aide d'un électrocardiographe (Hewlett-Packard
8020A) qui émet un signal électronique TTL à chaque battement. Ces signaux sont
envoyés vers un micro-ordinateur (Compaq SLT/286) qui calcule les intervalles inter-
battements (mesurés en millisecondes) pour chaque \ séquence expérimentale. Ces
intervalles sont convertis en fréquence [battements par minute (bpm)] et traités par un
algorithme qui corrige les erreurs de repérage de l'électrocardiographe. Le RCF est
enregistré 30 s avant (phase préstimulus) et 60 s après (phase poststimulus) le début de
l'injection. Le traitementdes données porte sur les données moyennées(bpm) par périodes
successives de 3 s; on compare le RCF moyen de la dernière période de 3 s de la phase
préstimulus aux 10 premières périodes de la phase poststimulus. Les données de chaque
foetus ont été traitées à l'aide d'analyses de variance à deux facteurs [facteur injection
(trois modalités) et facteur période (deux modalités)]. Étant donné que la condition de
circularité n'est pas vérifiée pour de telles mesures physiologiques [8], nous n'avons réalisé

que des comparaisons à deux termes (ddl= 1).

RÉSULTATS. — Le niveau moyen du RCF préstimulus est de 165,1 ± 11,3 bmp chez F1
(valeurs extrêmes : 144,6-196,4 bpm) et de 171,8±4,6 bpm chez F2 (valeurs extrêmes :

164,1-178,0 bpm), niveaux identiques à ceux d'autres études effectuées au même âge
gestationnel ([9], [10]).

Chaque injection de MT provoque une décélération transitoire du RCF. L'amplitude
maximale de ces décélérations varie de 3,3 à 53,1 bpm après un délai de 2 à 9 s chez F1,
et de 3,8 à 16,4 bpm après un délai de 5 à 15 s chez F 2. L'amplitudemaximale moyenne
de la décélération est de 12 et de 8 bpm et elle est atteinte après un délai de 6 et 9 s chez

FI et F2, respectivement (fig.). Les comparaisons globales entre le niveau préstimulus
du RCF et les niveaux poststimulus indiquent un changement significatif du RCF chez
les deux foetus [FI : F(l, 150)= 5,34; ;;<0,05; F2 : F:(l, 260) = 31,72; p<0,00l]. La
décélération du RCF est statistiquement significative (p< 0,01) entre 3 et 9 s après le
début de la stimulation chez F1 et entre 6 et 30 s chez F 2.

En ce qui concerne les injections de CI, les comparaisons globales entre le niveau
préstimulus du RCF et les niveaux poststimulus indiquent une tendance accélératrice
chez FI [F(l,150)= 3,18; 0,10>/J>0,05] et l'absence d'effet chez F2 [F(l, 260) = 0,72;
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p>0,lO], Enfin, les injections de SP n'ont pas d'effet [pour FI : F(l, 150)= 0,58; pour
F2 : F(l, 260)= 1,82; ps>0,l0].

DISCUSSION. — Ces résultats indiquent que des foetus ovins de fin de gestation éprouvés
in utero réagissent à des stimulations chimiosensoriellesadministrées par voie nasale. Des
décélérations cardiaques rapides et marquées sont induites par les infusions de MT. Les
infusions contrôles (SP) ne provoquent pas d'effet sur le RCF. Ceci suggère que les
réponses cardiaques observées sont dues à des effets chimiosensorielset non à des effets
somesthésiques potentiellement associés aux injections de solutions odorantes. De plus,
il est à noter que l'injection des stimulations par voie nasale présente l'avantage de ne
pas déclencher les réflexes cardio-vasculaires ayant pour origine les chimiorécepteurs du
larynx [11].

On peut s'interroger à propos de l'absence d'effet notable des injections de CI dans
les conditions de cette expérience. Dans d'autres études menées sur le foetus de rat
([1], [12]) ou l'agneau nouveau-né (Schaal et Orgeur, non publié), le CI pur est pourtant
détecté à des concentrations égales ou inférieures à celle que nous avons utilisée. Plusieurs
hypothèsespeuvent rendre compte des effets différentielsdes solutions odorantesutilisées :

(1) Bien que l'intensité des stimulations ait été subjectivement égalisée sur la base de la
phase vapeur des solutions, l'intensité des phases liquides entrant en contact direct avec
les chimiorécepteurs est probablement différente. Cette disparité intensitive pourrait, à
elle seule, être responsable des effets distincts des deux stimulations odorantes, la solution
la plus concentrée induisant des effets cardiaques plus importants; (2) De plus, les deux
composésutilisés ne sont pas équivalents au plan de l'hydrophilicité (pour MT : P = 4,15;

pour CI : 166<P<260, où P est le coefficient calculé de partage octanol/eau [13]),
propriété qui conditionne fortement les interactions entre molécules odorantes et
chémorécepteurs [14]; (3) Les infusions odorantes ont pu évoquer des réactions cardiaques
à travers le recrutement d'un ou plusieurs des sous-systèmes chimiorécepteurs présents
dans les conduits nasaux (systèmes olfactif primaire, trigeminal, voméronasal, terminal)
du foetus. En particulier, comme chez d'autres espèces [15], une stimulation plus intense
pourrait dépolariser simultanément les récepteurs olfactifs et trigéminaux. L'analyse de
la part dévolue à chacun de ces systèmes récepteurs dans le déclenchement des réponses
cardiaques n'entre pas dans le projet de cette expérience; cependant, par comparaison

avec le foetus de rat, le foetus ovin présente l'avantage d'un accès aisé aux différents sites
chimiorécepteurs nasaux et il s'avère prometteur pour la résolution de cette question;
enfin, (4) des différences hédoniques entre les deux odorants peuvent induire des réponses
psychophysiologiques distinctes. Ainsi, des agneaux (de moins de 1 h d'âge) répondent
par des variations opposées du rythme cardiaque à des qualités olfactives distinctes
d'intensité égale [16]. Il n'est donc pas à exclure que, quelques heures avant la naissance,
le foetus ovin puisse manifester des réponses sélectives envers des odorants contrastés au
plan hédonique.

Pour éclaircirces différents points, il est nécessairede conduire de nouvellesexpériences

avec les stimulations moins contrastées au plan physico-chimique et avec un protocole
évitant les effets possibles de la répétition des stimulations. Cependant, ces résultats
sont, à notre connaissance, les premiers à démontrer directement le fonctionnement
des chimiorécepteurs nasaux chez le foetus ovin. Il semble donc que la compétence
chimiosensoriellenasale, maintenant bien établie chez les foetus de muridés, puisse être
élargie aux foetus d'autres taxons mammaliens.
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Seconds

Évolution en fonction du temps de la déviation poststimulus du RCF moyen (les barres verticales représensent
les erreurs standards) en battements par minute (bpm) pour deux foetus (F 1 : carrés pleins; F 2 : carrés
blancs) après infusions intranasales de sérum physiologique (SP), de citral (CI) et de 2-méthyl-2-
thiazoline (MT). Chaque point représente la différence entre la moyenne des valeurs du RCF calculée sur
chaque période poststimulus de 3 s et la moyenne des valeurs du RCF calculée sur les 3 dernières secondes
de la phase préstimulus (les injections intranasales commencent au temps 0; nombre d'injections pour chaque
condition, chez FI, n= 6; chez F2, n = l0).

FHR déviation from prestimulus value (mean±S.E.M.) of two sheep fetuses (FI: solid squares; F2: empty
squares) receiving intranasal infusions of saline (SP), citral (CI) and 2-methyl-2-thiazoline(MT). Each point
represents the différence between the average FHR ofeach poststimulus 3-sec. periodand the average FHR of
the last prestimulus 3-sec. period (infusions were iniliated at lime 0; n stimulations in each condition: n = 6 for
Fl;n= l0forF2). ....... •
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Physiologie végétale/'Plant Physiology

The electrophysiology of cytoplasm-enriched fragments of
Nitella: effect of vacuole formation and nodal conductance

Mary J. BEILBY and Virginia A. SHEPHERD

Abstract — The cytoplasm-enrichedfragments made from Nitellafurcata develop normal vacuoles
several days after manufacture. In this paper the electrophysiology of the plasmalemma was
monitored throughout this period. The I/V curves of the plasmalemma seemed unaffected by the
présence or absence of central vacuole. The absence of a node, however, diminished the magnitude
of the outward rectifier. Thus plasmodesmata might contribute to the electrophysiology of the
cell. The fragments with and without vacuoleshad a very limited excitation.

Electrophysiologiede fragments enrichis en cytoplasme de cellules de Nitella: effet
de la formation d'une vacuole et de la conductance du noeud

Résumé — Lesfragmentsenrichis en cytoplasme de Nitella furcata reformentdes vacuoles normales
dans les quelques jours qui suivent leur préparation. On a suivi /'electrophysiologie du plasmalemme
pendant toute cette période. Les courbes I/V du plasmalemmene semblent pas être significativement
affectéespar la présenceou l'absenced'unevacuole centrale.En l'absencede noeud, l'effet de rectification
(courant sortant) était cependant diminué. Ceci suggère que les plasmodesmespourraient jouer un rôle
dans Velectrophysiologie de la cellule. En présence comme en l'absence de vacuoles, les fragments
cellulaires ne présentaient qu'une trèsfaible excitabilité.

Version française abrégée — Initialement, des fragments cellulaires enrichis en cytoplasme

ont été préparés à partir de Nitella dans le but de faciliter les mesures électrophysiologiques

par simplification de la compartimentation [1]. Cependant, l'étude structurale de ces fragments

a révélé la présence de vésicules dans le cytoplasme, et une vacuole centrale s'est reformée,
parfois en quelques heures seulement ([2], [3]). Ceci toutefois ne rendait pas ces fragments
impropres aux études électrophysiologiques : la couche qToplasmique restait plus épaisse
dans les fragments pendant plusieurs jours, ce qui rendait l'insertion de microélectrodes plus
aisée que dans les cellules intactes. Cependant, on ne savait pas si ces modifications structu-
rales affectaient l'électrophysiologiedu plasmalemme, ce qui aurait été une cause d'inhomogé-
néité dans une population de fragments d'âges différents. Le présent travail a consisté à

suivre l'évolution des caractéristiques électrophysiologiques du plasmalemme des fragments
pendant la semaine suivant leur préparation, temps au bout duquel ces fragments possédaient
de nouvelles vacuoles dont le comportement était devenu analogue à celui des vacuoles de
cellules intactes suite à l'injection de 6-carboxyfluoresceine dans le cytoplasme [3].

Les fragments ont été préparés à partir de cellules internodales de Nitellafurcata de 10 cm
de long environ comme décrit antérieurement [3] : centrifugation à 1 g pendant 20 mn, puis
ligature de la partie de la cellule où le cytoplasme s'était accumulé à l'aide d'un fil de soie.

Des fragments cellulaires dépourvus de noeud étaient également préparés en ligaturant le

noeud avant de procéder aux opérations précédentes. Des fragments ligaturés mais non centri-
fugés étaient préparés. Les mesures électrophysiologiques ont été faites en même temps que
les observations structurales pendant le printemps et l'été. Dans la plupart des essais, les

cellules et les fragments ont été maintenus dans une eau de mare artificielle dont le pH était
ajusté à 7,5. L'appareillage électrophysiologique a déjà été décrit ([2], [4], [5]). En résumant
brièvement, on opère en contrôlant le potentiel sur toute la surface de la cellule étudiée. Les

mesures de potentiel et de courant sont digitalisées par un calculateur « LSI 11/73 » (Digital

Note présentée par Michel THELLIER.
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Corporation) à une fréquence de 1 kHz. Elles sont ensuite stockées sur disque dur. Les
potentiels imposés à la cellule sont pilotés par le calculateur. Ils sont constitués par des
impulsions de tension de chaque polarité (durée de l'impulsion 60 ms, intervalle entre deux
impulsions 200 ms), suivies par une période de plusieurs secondes pendant laquelle on super-
pose une tension sinusoïdale à un niveau constant. Cette période est précédée et suivie de
périodes pendant lesquelles le potentiel est fixé à sa valeur de repos. Un premier type de
commande en tension fournit des courbes intensité/potentiel (I/V); celles-ci sont lissées par
des approximations polynomiales que l'on différencie pour obtenir des courbes
conductance/potentiel(G/V). Un second type de commande en tension est utilisé pour étudier
la réponse à des régimes transitoires (réponse à une excitation) : l'impédance est calculée à

partir des mesures de l'amplitude et du déphasage de la réponse par rapport à une excitation
sinusoïdale.

L'électrophysiologiede Nitella furcata n'avait encore jamais été étudiée. Par comparaison

avec Chara corallina [6], le potentiel de repos apparaît très négatif (— 158±12mV) et les

courants sont faibles au voisinage de ce potentiel. Pour d'autres espèces de Nitella, on trouve
toute une gamme de valeurs de potentiels de repos ([7], [8], [9]). Les courbes I/V obtenues

avec Nitellafurcata sont semblables à celles trouvées avec d'autres characées, mais la conduc-
tion devient notable pour les potentiels moins négatifs (courants entrants) ou moins positifs
(courants sortants) que pour les autres characées [10]. Les courbes I/V ou G/V ne semblent

pas très différentes selon que les fragments viennent d'être préparés ou qu'ils sont âgés de
1 semaine : ceci suggère que la formation des vacuoles n'est pas associée à une notable
modification du plasmalemme (fig. 1). Avec des fragments où la participation des extrémités
nodales a été exclue par ligature, les courants sortants sont d'amplitude plus faible, ce qui
suggère que les plasmodesmes pourraient contribuer à l'électrophj'siologie cellulaire [11].

L'excitabilité des fragments étudiés était assez faible, et il en était de même avec les fragments

non centrifugés qui contenaient des vacuoles normales (fig. 2).

INTRODUCTION. — The cytoplasm-enriched fragments were initially devised to make
electrophysiologicalmeasurementseasier by simplifying the cell compartments [1]. How-
ever, structural examination revealed numerous vesicles1throughout the cytoplasm and
formation of a central vacuole, in some cases only hours after manufacture
([2], [3]). From a mechanistic point of view thèse findings did not make the fragments
unusable for electrophysiology. The cytoplasmiclayer remained thicker in the fragments
for many days and the positioning of the microelectrodès was still much easier than in
intact cells. However, it was not known whether the structural changes affect the
electrophysiologyof the plasmalemma, thus introducing inhomogeneityinto a population
of fragments of varying âges. In this study we monitor the electrophysiology of the
plasmalemma as the fragments evolve with time.

MATERIALS AND METHODS. — The fragments were made from Nitellafurcata internodal
cells as described in the previous paper [3]. Briefly, internodal cells about 10 cm long
were centrifuged at ~ 1 g, for 20 min. The cells were then wilted and the cytoplasm
rich portion tied off with a silk thread. To prépare nodeless fragments, the intact cell

was wilted and the first node tied off. Upon recovery,; as judged from streaming rate
(sometimes the cells were left overnight), the cells were centrifuged as with the node-on
fragments. The uncentrifuged fragments were prepared by wilting the internodal cells
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and then ligating a portion of several millimeters and the node complex. Such fragments
had normal vacuoles as judged from neutral red staining [2].

The electrophysiologicalexperiments were performed mostly in parallel with the struc-
tural observations: September 1989 and January to February 1990 (Australian spring and

summer, respectively). A few additional experimentswere performed in September 1990.

For most experiments the cells and fragments were stored in artificial pond water
(APW), which consisted of 0.1 mM KC1, 1 mM NaCl, 0.5 mM CaCl2, 1 mM HEPES
and NaOH to adjust pH to 7.5.

The electrophysiological apparatus was described previously ([2], [4], [5]). The
fragments were space-clamped via Pt/Ir wire inserted through the node, or next to the
tie in nodeless fragments. The manufacture of unspun fragments enabled us to space-
clamp the plasmalemma, as the leaf cells of Nitellafurcata were too thin for longitudinal
wire électrode insertion.

The potential across the plasmalemma was controlled through voltage clamp. The
clamp potential and the clamp current were data-logged at a rate of 1 data point/msec.
by LSI 11/73 computer (Digital Corporation). This computer also generated two types
of voltage-clamp commands: (1) a bipolar staircase with puises 60 msec. wide, 200 msec.
between puises, and (2) single level clamp with small superimposed sinewave, usually
preceded and followed by a clamp to the resting potential. In both types of experiments
the conductance of the plasmalemma could be calculated. The bipolar staircase yielded
current-voltage (I/V) curves by averaging the last ten points of each potential and
current puise. The conductance-voltage (G/V) characteristics were obtained by fitting a
polynomial to I/V curve (three points at a time) and differentiating. The clamping
protocol of type (2) was used to investigate transient phenomena such as excitation. A
sine wave of 5 Hz, 10-20 mV in amplitude, was superimposed on this command. The
conductance, or more correctly impendance, was calculated by comparing the amplitudes
and phase différence between the p. d. trace and the clamp current trace [4].

RESULTS AND DISCUSSION. — The average current-voltage (I/V) characteristics of three
Nitella fragments with one node are shown in Figure 1A (full circles). Thèse range
from a freshly made fragment to one made the day before and one which was over a
week old. The average I/V curve from two nodeless fragments is superimposed (empty
circles), also one example from ligated, but not spun fragment is included (broken
line). The corresponding conductance-voltage(G/V) characteristics appear in Figure 1 B.

The clamp command to a single p. d. level with superimposed sine wave was used to
investigate the excitation transients. Interestingly, both the cytoplasm-enriched and

unspun fragments showed very limited excitation (Fig. 2).

The electrophysiologyof Nitellafurcatawas not examined before. The average resting

p. d. of —150±12 mV is rather low compared to Chara corallina, especially since most
of the experiments were done in the summer and the cells are expected to be in the

pump state (see for instance [6]). However, a wide range of resting p. d.'s was reported
for various species of Nitella: 138-157 mV for Evac of N. flexilis [1]; — 94 mV for
N. axillaris [8]; or - 170 mV for N. clavata [9].

The gênerai trends of the I/V and G/V profiles are comparable to other characeae,
but the currentsand the conductances near the resting potentialare rather low. Another
interesting feature is the sharp rise of inward and outward rectifiers at comparatively less
négative (inward) and less positive (outward) p. d.'s (compare with Chara fragments [10]).
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Fig. 1. — (A) An average of eight current-voltage (I/V) curves from three fragments with a node on (•). The
data were grouped into bins 25 mV wide (horizontal bars) and the 'vertical bars depict standard error. An
average of five I/V curves from two fragments without nodes (O). The dashed line shows data from a
unspun fragment (with one node). (B) The conductances-voltage (G/V) curves calculated from (A), see
methods. one node fragments, nodeless fragments, — ligated, but unspun fragment.

Fig. 1. — (A) Moyennes de huit courbes courant/potentiel (I/V) obtenues à partir de trois fragments cellulaires

porteurs d'un noeud (©), et moyennes de cinq courbes I/Vprovenant de deuxfragmentsdépourvus de noeuds (O) :
les données ont été regroupéesen blocs de 25 mV de large (barres horizontales),les barres verticalescorrespon-
dant à l'erreur standard. La courbe en tirets donne le comportementd'unfragment non centrifugéporteur d'un
noeud. (B) Courbes conductance/polentiel(G/F) calculées à partir des données décrites en A comme indiqué
dans les méthodes : la courbe en trait plein correspondà des fragmentsporteurs d'un noeud, celle en pointillé à
des fragmentsdépourvus de noeud, et celle en tirets à des fragmentsligaturés mais non centrifugés.

Note also that the nodeless fragments display lower outward currents. Smith [11]
calculated that if nodal conductance contributes to the total plasmalemma conductance,
this effect would be most visible if the plasmalemma conductance is low. In Figure 1,
however, the greatest différence between node-on and nodeless fragments occurs at
depolarized p. d.'s, where the plasmalemma becomes conductive due to the rectifier



C. R. Acad. Sci. Paris, t. 313, Série ffl, p. 327-332, 1991 331

Fig. 2. — The low level of excitability displayed by both spun ( ) and unspun ( ) fragments. The
membrane was voltage-clamped to resting p. d. for 1 sec, then to levels indicated next to each curve for
5 sec. and finally to resting p. d. for 1 sec. The conductance was calculated as described in Beilby and
Beilby (1983) [4].

Fig. 2. — Le faible niveau d'excitabilité des fragments centrifugés (en tirets) comme non centrifugés (en trait
plein). La membrane était maintenue en potentiel imposé, d'abord au potentiel de repos pendant 1 s, puis au
potentiel indiqué au niveau de chaque courbe pendant 5 s, et enfin de nouveauaupotentiel de repospendant 1 s.
La conductance a été calculée comme indiqué antérieurement[4].

currents. If the plasmodesmata contribute, then their conductance must be p. d.-
dependent. More investigation is needed. ;

A comparison of unspun fragment (with normal vacuole) to the pooled data from
fragments of varying âges suggests that the electrophysiology of the plasmalemma does

not vary with the âge of the fragment and consequently is relatively insensitive to absence

or présence of a central vacuole.
Both the cytoplasm-enrichedand spun-only fragments were clamped to potential levels

where transient rise in conductance is marked in cells of Chara corallina (see for instance
Fig. 11 of [4]). In Chara fragments, the lack of excitability was attributed to the fact
that larger mass of cytoplasm precluded Ca++ concentration from rising sufficiently to
open many Cl- channels {2]. The unspun Chara fragments exhibited négative resting
potentials (-230 mV), action potentials upon stimulation and transient currents when
the membrane p. d. was clamped at levels more positive than the excitation threshold
(M. J. Beilby, unpublished). Thèse findings indicate that excitability is not abolished by
the process of wilting and ligation of a ceË. The lack of excitability in unspun fragments
of Nitellafurcata is diffïcult to explain at présent.

Note remise le 4 juillet 1991, acceptée le 12 juillet 1991.
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Biotechnologies/Biotechnologies

Mise en évidence d'un marqueur protéique différenciant
deux types de cals issus de mêmes clones chez le Palmier

à Huile (Elaeis guineensis Jacq.)

Philippe MARMEY, Isabelle BESSE et Jean-Luc VERDEIL

Résumé — La régénération du Palmier à Huile passe par une phase d'embryogenèse somatique
où deux types de cals peuvent être utilisés. Un type de cal conduit à une malformation des
inflorescences des plantes régénérées, l'autre permet une régénération conforme. Une analyse des
profils protéiques par electrophorèse monodimensionnelle permet d'identifier pour trois clones
étudiés un marqueurprotéique discriminant les deux types de cals.

A proteic marker found to differentiate two types of calli of the same clones
of oil palm (Eleaisguineensis Jacq.)

Abstract — Régénération of oil palm plantlets has been achieved through two diffèrent types of
calli. Arguments hâve recently been put forward to implicate one of the two types in où palm
inflorescence malformation. A proteic marker can characterize,for three clones, one type of callus
after one-dimensional electrophoresis.

AbridgedEnglish Version — Régénération of clonal oil palm plandets has been demonstra-
ted successfully during the past few years through procédure which involved somatic embryo-
genesis on calli [1]. Two types of calli can lead to embryogenesis (Fig. 1): the primary calli
(called nodular) and the fast growing calli (called CCR) that arise spontaneouslyfrom primary
calli [2]. The process of ORSTOM-IRHO involves the nodular calli for the mass production
of plantlets whose conformity in the plantation is nowadays checked. However, type CCR,
not included in the process, leads to plantlets that ail hâve malformations of the
inflorescences [3].

The primary calli are characteristicallycompact, rather organized and nodular. Calli from
type CCR are friable and are in fact clumps of numerous meristematic cells in division ([4],
[5]). In this paper, we propose to compare for three clones the proteic patterns of the two
types of calli.

MATERIAL AND METHODS. — Plant material. — Three clones are used: A and C are clones
of calli obtained respectively from a normal and abnormal tree, planted in Ivory Coast,
regenerated from a nodular callus. B is a callus obtained during the cloning of a normal
tree, also planted in Ivory Coast. Cultures of calli, either nodular or CCR, are grown under
12 hours' light at 40 uE.m~2.s~x, on a médium containing an auxin (2-4D) and a cytokinin
(BAP) [6]. Maintenance of cultures involves routine of subculture of calli, at six-week
intervais for the nodular type and three-week intervais for type CCR. Extraction of proteins
takes place two months after séparation of the two calli, when CCR calli are big enough.

Protein extraction. — The callus is ground into powder in liquid nitrogen in a mortar. The
powder is homogenized with a polytron at 4°C in extraction buffer [50 mM Tris/HCl;
10 mM NaCl; 1 mM Dithiothreitol (DTT); 2 mM Phenylmethylsulphonylfluoride(PMSF)]

Note présentée par Alexis MOYSE.
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and then centrifuged at 10,000 g for 30 min. at 4°C; the supernatant is then kept at
— 20°C. Concentrations of proteins samples are estimated according to Bradford [7].

One-dimensional electrophoresis of proteins. — Gels are performed using the modified
Laemmli discontinuous buffer system [8], using 15% acrylamide for the analytical portion
with a 7% acrylamide stacking gel. High range molecular weight markers (Pharmacia) are
used. 20 ag of proteic extracts are load into the gel per well after 5 min. of boiling. Gels

are silver stained [9] after migration.

RESULTS. — The two types of calli, with a morphological différent aspect (Fig. 2), show
also différences for the concentration of die soluble proteins; nodular calli are two to four
times richer in proteins (Table).

Protein patterns of the two types of calli for clones A, B and C (with migration of two
proteic extracts for the clone C) are shown in Figure 3. Two différences are well repeated
between nodular and CCR calli patterns. A band at 22.2 kd is observed only in the CCR

type pattern. A 21.5 kd band is less important in the patterns corresponding to the CCR
type. Thèse results are observed for two odier clones.

DISCUSSION. CONCLUSION. — This study reveals a 22.2 kd proteic marker that discriminâtes
the two types of calli. The decrease of intensity of the 21.5 kd is interesting; this could
be an equilibrium between the two polypeptides. Thèse results are important because of
the great corrélation between die type of calli used and the conformity of the regenerated
plant.

Studies on calli at the hormonal level show a perturbation of the cytokinin metabolism
only for type CCR [10]. The association of our proteic study with hormonal results will
help us to know if the présence of the 22.2 kd protein is correlated to the hormonal
perturbation and so to the abnormality due to in vitro culture.

INTRODUCTION. — La régénération du Palmier à Huile à partir d'expiants foliaires fait
intervenir une phase d'embryogenèse somatique indirecte [1]. Deux types de cals peuvent
s'orienter vers l'embryogenèse (fig. 1) : des cals nodulairës compacts et des cals appelés
cals à croissance rapide (CCR) pouvant apparaître de façon spontanée sur des cals
nodulairës [2]. Le type « cal nodulaire » choisi dans le procédé ORSTOM-IRHOpermet
la productionen masse de plants dont la conformité est aujourd'huivérifiée en plantation
alors qu'inversement, le type « CCR », non retenu pour la productionen masse de plants,
donne des vitroplants qui présentent tous une malformation des inflorescences [3].

Les cals de type CCR, d'une couleur blanchâtre, possèdent une texture plus granuleuse
et friable que les cals nodulairës de couleur brunâtre [1], Des coupes histologiques ont
révélé que les cals nodulairës ont une différenciationtissulaire avec une assise méristémati-
que de type cambium alors que les cals de type CCR sont un ensemble de massifs de
cellules méristématiques en division ([4], [5]). Dans cette étude, nous nous proposons de
comparer sur trois clones les profils protéiques des deux types de cals.

MATÉRIELET MÉTHODES. - Matériel végétal. — Trois clones sont étudiés : A et C sont
des clones de cals obtenus respectivement sur un individu normal et anormal, planté en
Côte-dTvoire, régénéré à partir de cals nodulairës. B est un cal obtenu lors du clonage
d'un individu normal, lui aussi planté en Côte-dTvoire. Les cals, nodulaire ou CCR,
sont conservéssous lumière 12 h par jour à 40 uE/m2/s, sur un milieu dit d'embryogenèse
contenant une auxine (2-4D) et une cytokinine (BAP) [6]. Les cals de type CCR sont
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Fig. 1. — Les deux voies de régénération du Palmier à Huile par embryogenèsesomatique.

Fig. 1. — The two procédures ofrégénérationof oil plant tree throughsomatic embryogenesis.

repiqués tous les mois, deux fois plus souvent que les cals nodulairës. L'extraction des
protéines des cals a lieu 2 mois après isolement des deux types de cals, quand les CCR
ont une masse suffisamment importante pour une extraction des protéines.

Extraction et dosage des protéines. — Le cal est broyé à l'aide d'un mortier dans l'azote
liquide, puis homogénéisé avec un polytron à 4°C avec le tampon d'extraction [50 mM
Tris/HCl; 10 mM NaCl; 1 mM Dithiothreitol(DTT); 2 mM Phénylméthylsulphonylfluo-
ride (PMSF)]. Le broyât est ensuite centrifugé à 10000 g pendant 30 mn à 4°C pour ne
garder que le surnageant (conservéà — 20°C). Les protéines sont dosées selon la méthode
de Bradford [7].

Electrophorèse mono-dimensionnelle de protéines. — Les gels polyacrylamides mono-
dimensionnelsutilisés correspondentau système modifié par Laemmli [8]. Le pourcentage
d'acrylamide est respectivement de 15 et 7 % pour le gel analytique et le gel de peigne.
20 ug d'extrait protéique sont disposés dans chaque puits après un temps d'ébullitionde
5 mn. Les marqueurs de masses moléculairescouvrent la gamme 14,4-94 kd (Pharmacia).
Après migration, les gels sont colorés au nitrate d'argent [9], puis fixés 1 h dans une
solution aqueuse (45 % méthanol; 9 % acide acétique) puis séchés.

RjÉsuLTATS. — Les deux types de cal, qui ont un aspect morphologique différent
(fig. 2), présentent également des différences au niveau des protéines solubles. Les
résultats montrent que les cals de type nodulaire sont de deux à quatre fois plus riches

en protéines que les cals de type CCR (tableau).
La figure 3 présente les profils protéiques des deux types de cals pour différents clones

(clones A, B et C) avec pour le clone C migration de deux extraits protéiques pour
chaque type de cal. Deux différences sont répétées entre profils des cals nodulairës et
profils des cals de type CCR. La bande observée à 22,2 kd est uniquement présente chez
les profils protéiques des cals CCR. La bande estimée à 21,5 kd et présente dans les
profils de cals nodulairës diminue d'intensité dans les profils des cals de type CCR. Ces
deux observations sont vérifiées pour deux autres clones.

DISCUSSION. CONCLUSION. — L'étude électrophorétique met en évidence un marqueur
protéique d'une masse moléculaire estimé à 22,2 kd discriminant les deux types de cals.
La diminution d'intensité d'une bande estimée à 21,5 kd est intéressante car il pourrait
s'agir d'un équilibre entre les deux polypeptides cités ci-dessus. Ces résultats deviennent
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TABLEAU

Comparaison des concentrationsen protéinesdes deux types de cals pour les trois clones étudiés (concentration
en milligrammes de protéines par gramme de matière fraîche de cal). Moyenne de deux répétitions-SE.

Comparison ofproteins concentration of the two types of callusfor three clones (concentration in mg ofproteins
per g offresh weight ofcallus). Data are means of two replicates±SE.

""\^clone ABCtype^^^,
cal nodulaire 2,71±0,14 2,66±0,13 1,55±0,08
cal type CCR 0,73±0,04 0,87±0,04 0,71±0,04

déterminant quand on connaît la forte corrélation entre le type de cal de départ et la
conformité des plantes régénérées au niveau des inflorescences.

Les études sur cals des équilibres hormonaux montrent une perturbation du métabo-
lisme des cytokinines uniquement chez les cals de type CCR [10]. La confrontation des

a)

b)

Fig. 2. - Aspect des deux types de cal sur le même milieu de culture
(a) cal de type nodulaire; (b) cal de type CCR.

Fig. 2. - View of the two types ofcal/us on the same culture médium (a) Nodular callus; (b) CCR callus.
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Fig. 3. — Profils protéiques sur gel de polyacrylamide. Comparaison des deux types de cals pour différents
clones A, B et C avec une répétition de cals (a) et (b) pour le clone C. Mise en évidence d'une protéine
spécifique (o-) et de la diminution en intensité d'une bande (*-) chez les cals de type CCR. 1 =cal nodulaire;
2 = cal de type CCR; PM = marqueur de masse moléculaire.

Fig. 3. — Polyacrylamide gel ofproteins. Comparison of the two types of calli for différent clones A, B and C
with a répétition of calli (a) and (b) for the clone C. Characterization of a spécifie protein (<H) and the

diminution of intensity ofa band (*-) for the CCR calli. l=nodular callus; 2 = CCR callus; PM = molecular
weight marker.

résultats de notre étude préliminaire avec l'étude des dosages hormonaux nous permettra
de savoir si la présence de la protéine de 22,2 kd est liée à la perturbation hormonale, et
donc à l'anomalie induite par culture in vitro.
Note remise le 4 mars 1991, acceptée après révision le 22 juillet 1991.
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Génétique/Ge/îe^'cs

Variabilité enzymatique dans quelques populations
naturelles de l'espèce Hélix aspersa Millier

Luc MADEC

Résumé — La variabilité géographique en sept locus enzymatiques polymorphes a été étudiée dans
quatorze populations de l'espèce Hélix aspersa. S'il existe une relative stabilité des fréquences
alléliques à l'échelle d'une localité, plusieurs types de facteurs, sélectifs ou fortuits, ont conduit à
une différenciation importante entre populationsgéographiquement éloignées.

Enzymatic variation in natural populations of Hélix aspersa Mûller
Abstract — Géographievariability ofseven enzyme polymorphicloci was studied in fourteen popula-

tions of Hélix aspersa. Although allelic frequencies were relatively stable at localily level, we found
that several stochastic or sélective factors were involved in a significant differentiation between
geographicallydistant populations.

AbridgedEnglish Version — Hélix aspersa is a Pulmonate mollusc that probably originates

from the Western Mediterranean area. Man could hâve been involved in the extension of
its range to Western Europe and in its récent occurrence in other continents, but thèse
successful colonizations could also be explained as the resuit of a remarkable adaptability of
the species.

In this study, we présent some results on enzymatic polymorphism in fourteen natural
populations to illustrate their genetic diversity at the level of the locality (Lorient, Rennes),

the région (Brittany) and the distribution area. Samples, including about thirty individuals
for each population except two of them, were examined by P.A.G.E. for nine enzymatic loci.

In Brittany, prévalent allèles are generally the same in the three sectors studied. Neverthe-
less, there is a change of majority allele from one locality to the other for two loci (MDH-
1, PGM-2). Such phenomena hâve already been observed for Cepaea nemoralis ([5] à [8])

and Hélix aspersa for which variability of MDH-1 on the West coast of the U.S.A. would

be related to the existence of a climatic gradient (clines) or a conséquence of historical

events [9].

The variability within a locality is logically lower than the one observed between the three
districts. One can easily regroup the colonies with the help of some electromorphs which

are absent or rare in one group and very common in another (PGI-1110, SOD-1120,

MDH-1110). The number of allèles detected at a locus can also permit thèse groups to be
distinguished: at LAP-1, colonies from Lorient présent at least five allèles whereas at most
three of them are detected in populations from Rennes and Campbon. However, this qualita-
tive variations leads only to a modest differentiation between localities because exclusive

alleles are alwa). weakly represented.
If we consider ail the populations, we remark that différences between Southern France

and Breton colonies are based on some uncommon allozymes at LAP-1 and EST-3: substitu-
tions of "fast" electromorphs for "slow" ones seem to hâve induced the differentiation of
the populations from Toulouse, St-Hubert and Perthus. Such results hâve already been
observed for Cepaea nemoralis [10].

The genetic constitution of the population from La Réunion is closest to those from
Lorient, the only notable différence being the possible loss of four allèles in this

Note présentée par Maurice FONTAINE.
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sample. However, only thirty one animais from La Réunion hâve been analyzed so, if we
take account of frequencies of thèse allèles in the populations from Lorient, one can assume
that they exist in the population from La Réunion. Nevertheless, if the loss is real, it can
be related to a founder effect. A historical hypothesis for the introduction in this island of
snails native to Lorient is plausible and would implicate \ the India Company, which was
based in Lorient and which used La Réunion as a stopping point on the route to India.

Allelic frequency patterns of populations from Algeria are very original and even, for the
colony from Annaba, diffïcult to compare with the others for the following reasons: five
allèles are exclusively found in this colony (MDH-185'115, LAP-180, PGI-190, PGM-285),
EST-3 cannot be analyzed, GOT-1 is invariable and ten allèles are detected at LAP-1.
The population from Alger is characterized by die monomorphism of MDH-1
(MDH-190); this allele does not seem to exist in Annaba.

Results on génie diversity indicate at first that Hélix aspersa seems to be a very polymorphic
species but we hâve to recall that only nine loci hâve been analyzed.

At the level of the population, the low rate of heterozygosityobserved in the colony from
"Fort-Bloqué" (LTF) probably reflects the harsh ecologicaliconditions of this locality (sparse
végétation, sandy soil), because the two other species studied (Cepaea nemoralis, Theba pisana)
living on this site présent the same particularity.

Finally, the diversity of isoz3'me polymorphism in Hélix aspersa seems to be controlled by
several kinds of factors. Historical and démographie events often related to the activity of
man can explain différences between populations such as, \ in this study, the loss of some
allèles in the colony from La Réunion. On the other hand, sélective pressures of climatic
or pédologie type suggest a relation between genetic variability and ecological heterogeneity;
they could influence the géographie distribution of allozymes, demonstrating the adaptive
nature of some of them.

Hélix aspersa Mùller est un Mollusque Pulmoné dont l'origine semble être le bassin
méditerranéen occidental ([1], [2]). Cette aire de répartition initiale s'est ensuite élargie à
la faveur de plusieurs vagues de migrations liées aux déplacements et à l'activité de
l'homme. Ainsi, l'espèce a colonisé l'Europe de l'Ouest en se cantonnant dans un premier
temps aux zones littorales puis, très récemment, s'est implantée sur d'autres continents.
Cette vaste répartitiongéographique s'accompagne d'une variabilité intraspécifiqueconsi-
dérable affectant aussi bien le cycle de vie des animaux que leur morphologie. Les études
portant sur des populations installées dans des stations représentatives de l'hétérogénéité
écologiquedu domaine de l'espèce indiquent en particulier une différenciation importante
(morphologie de la coquille, génitalia distales) entre les colonies d'Europe ou originaires
de ce continent et celles du Maghreb ([3], [4]). Nous présentons ici quelques résultats
relatifs au polymorphisme enzymatique dans quatorze populations naturelles; ils sont
destinés à illustrer la diversité de ce polymorphisme au sein d'une même localité (Lorient,
Rennes), dans une région (Bretagne) et enfin, à l'échelle de l'aire de répartition.

Les échantillons sont constitués d'individus adultes collectés sur des surfaces inférieures
à celle de l'unité pamnictique [4]. La technique d'électrophorèse verticale sur gel de
polyacrylamide a permis l'analyse de neuf locus enzymatiques sur les quatorze systèmes
éprouvés : un locus des estérases (Est-3), un locus de leucine-aminopeptidase (LAP-
1), un locus de malate déshydrogénase (MDH-1), un locus de glutamate-oxaloacétate-
transaminase (GOT-1), un locus de phosphoglucomutase (PGM-2), un locus de phosphoT
glucose-isomérase (PGI-1), un locus de superoxyde-dismutase (SOD-1) et deux locus
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monoalléliques, l'un codant pour l'enzyme malique (Me-1), l'autre pour la glycérophos-
phate-déshydrogénase (GPD-1). Les fréquences alléliques relatives aux sept locus poly-
morphes sont présentées dans le tableau I, les valeurs des hétérozygoties observées (ho)
et théorique (hc) figurant quant à elles dans le tableau IL

A l'échelle de la Bretagne, les allèles prédominants sont généralement les mêmes dans
chacun des trois secteurs étudiés. Pour deux locus (MDH-1, PGM-2), il y a toutefois un
changement d'allèle majoritaire d'une localité à l'autre. Un tel phénomène a déjà été
observé par plusieurs auteurs pour Cepaea nemoralis ([5] à [8]) et pour Hélix aspersa [9].

Chez ce dernier, la variabilité de MDH-1 sur la côte ouest des États-Unis serait la
conséquencesoit de l'existence d'un gradient climatique (clines), soit d'événements d'ordre
historique.

La variabilité intralocalité est bien plus faible que celle existant entre les populations
de ces trois secteurs. On regroupe ainsi aisément les populations grâce à certains allèles
dont la fréquence, de nulle ou très faible dans un groupe, devient très élevée dans un
autre secteur (PGI-1110, SOD-1120, MDH-1110). Le nombre d'allèles détectés à un locus
permet également de différencierces groupes de populations; au locus LAP-1, les colonies
du littoral lorientais se distinguent par la présence d'au moins cinq allèles, alors qu'au
plus trois d'entre eux sont décelés dans les populations de Rennes et Campbon. La
position de l'échantillon de La Chapelle est intermédiaire en ce sens qu'il y existe une
grande diversité allélique mais aussi une fréquence très élevée de l'allèle LAP-1100. Cette
variation qualitative n'induit toutefois qu'une différenciation modeste entre les localités,
les allèles exclusifs du secteur lorientais étant toujours très faiblement représentés.

Les fréquences alléliques relatives aux locus Est-3 et GOT-1 ne traduisent aucune
influence de la localisation géographique de ces populations bretonnes. Notons toutefois

Localisation géographique et représentation
de l'hétérozygotie calculée moyenne des
quatorze populationsd'Hélix aspersa étu-
diées. Entreparenthèses : taille de l'échan-
tillon.

Collection localities and représentation of
mean génie diversity infourteenpopulations
of Hélix aspersa. in parenthèses: sample
size.
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TABLEAU I i

Fréquences alléliquesà sept locus enzymatiques dans quatorze populations d'Hélix aspersa.
Allelefrequencies at seven enzymatic loci in fourteen populationsofHélix aspersa.

Bretagne Sud-Ouest Outre-Mer

Morbihan Ille-et-Vilaine Loire- Haute- Pyrénées La
(Lorienl) (Rennes) Atlantique Garonne Aude orientales Réunion Algérie

LTL LFT LTT RSV RSC RSR CPB CHA TAS AUD PER LR AL, AL2
Locus Allèles [1] [2] [3] [4] [S] [6] [7] [8] [9] [10] [11] [12] [13] [14]

SOD, 75 0,037 ______ j
_ _ - _ --

100! 1,000 0,926 0,969 0,517 0,786 0,800 1,000 1,000 [ 1,000 0,887 1,000 1,000 0,984 1,000
120 - 0,037 0,031 0,483 0,214 0,200 - - 0,113 - - - 0,016 -

GOT, 80 0,083 0,019 - 0,250 0,183 0,171 - - - - 0,063
90 0,188 0,037 0,031 0,017 - 0,150 0,267 0,229 0,016 0,292 0,143 0,081 0,172

100 0,667 0,944 0,969 0,983 0,929 0,600 0,283 0,600 0,936 0,708 0,857 0,919 0,766 1,000
110 0,063 _ _ _ 0,071 - 0,267 0,000 0,048 - - - , - -

PGI, 90 - - - - - - - - - - - - - 0,259
100 0,938 0,981 0,875 1,000 1,000 1,000 0,717 0,800 1,000 1,000 0,714 1,000 1,000 0,741
110 0,062 0,019 0,125 0,00 0,000 0,000 0,283 0,200 ] - - 0,286 - - -

PGM2 85 - - - - - - - - :- - - -' - 0,074
90 0,271 0,796 0,547 0,379 0,304 0,400 0,433 0,243 0,403 0,500 0,786 0,446 0,203 0,167

100 0,646 0,204 0,453 0,569 0,696 0,600 0,567 0,757 0,597 0,500 0,214 0,514 0,707 0,759
105 0,083 - - 0,052 - - - - - - - 0,040

EST3 95 0,146 - 0,016 - 0,089 0,050 0,000 0,086 0,097 - 0,214 0,162
100 0,792 0,704 0,844 0,879 0,714 0,517 1,000 0,643 |0,645 0,750 0,429 0,595 0,453 illi-

sible
105 0,063 0,296 0,141 0,121 0,196 0,250 0,000 0,100 0,258 0,250 0,286 0,243 0,547110-------- - - 0,071
N - 0,183 - 0,171 ; - - 0,071 0,297

MDH, 85 - - - - - - - - : - - - - - 0,056
90 0,188 0,130 0,266 0,017 0,125 0,083 0,500 0,286 0,113 0,125 0,071 0,365 1,000

100 0,542 0,667 0,188 0,983 0,875 0,917 0,467 0,714 0,597 0,875 0,857 0,338 - 0,019
110 0,271 0,204 0,547 - 0,033 - 0,290 - 0,071 0,297 - 0,463
IIS ____________ __ !_

_ - - - 0,463

LAP, 80 - - - - - - - - - - - - - 0,056
90 0,083 ------- - - - - - 0,019
92 0,292 0,056 0,313 - 0,125 0,033 0,133 0,014 - - - 0,081 0,047 0,315
94 - 0,148 0,047 ----- - - - - - 0,167
96 0,104 0,037 0,016 0,328 0,125 0,050 0,200 0,071 0,323 0,250 0,429 - 0,547 0,037
98 0,083 - 0,031 - - - - 0,100 0,065 - - 0,258 - 0,074

100 0,417 0,741 0,578 0,672 0,750 0,917 0,667 0,786 0,500 0,500 0,143 0,661 0,266 0,111

103 0,021 0,019 ------ - - - - 0,047 .0,185
105 - - 0,016 _ - - - 0,029 0,113 0,250 0,286 - 0,094 0,019110-------- - - 0,143 - - 0,019

le monomorphisme étonnant de la colonie de Campbon au locus Est-3 ainsi que l'absence
d'activité décelée à ce même locus dans les populations dp La Chapelle et de Rennes-R.

Si l'on considère l'ensemble des populations, il exister entre les colonies bretonnes et
celles du Sud-Ouest de la France des différences déterminéespar quelques allèles minori-
taires aux locus LAP-1 et Est-3. Des allozymes rapides semblent en effet se substituer à
certaines allozymes lentes dans les colonies de Toulouse, Saint-Hubert et Perthus. Un
phénomène de même nature a été observé pour Cepaea nemoralis [10]; d'autres travaux
mentionnent pour cette espèce l'existence de variations clinales des fréquences alléliques

aux locus LAP-1, LAP-2, MDH-1, PGI-1 ([11], [12]).
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TABLEAU II

Valeurs des hétérozygoties observées (h0), calculées (/;.) et de leurs écarts (d)

' ' dans treize des populations d'Hélix aspersa étudiées.'

• :
Observedand calculatedhelerozygosities(h0, hc) and déviations (d)

in thirteenpopulationsof Hélix aspersa.

Populations

Locus RSV RSC RSR LTL LTF LTT •
CPB CHA TAS AUD LR AL, AL2

GOT, A. 0,034 0,107 0,550 0,625 0,111 0,063 0,800 0,600 0,100 0,417 0,161 0,438 0,000
hc 0,034 0,133 0,555 0,510 0,071 0,060 0,744 0,558 0,088 0,413 0,145 0,380 0,000
d 0,000 -0,195 -0,009 +0,225 +0,563 +0,042 +0,075 +0,075 +0,136 +0,001 +0,110 +0,153 0,000

EST3 A. 0,172 0,500 „., 0,333 0,296 0,156 0,000 „'., 0,375 0,333 0,423 0,375
311sic ïillplp

A. 0,212 0,443 0,348 0,417' 0,268 0,000 0,505 0,375 0,557 0,436
d -0,187 +0,129 "" -0,043 -0,290 -0,416 0,000 "" -0,258 -0,112 -0,240 -0,244

LAP, A„ 0,331 0,428 0,150 0,625 0,370 0,594 0,400 0,314 0,590 0,583 0,550 0,438 0,667
A. 0,441 0,406 0,141 0,716 0,425 0,564 0,498 0,367 0,631 0,625 0,492 0,617 0,806
d -0,295 +0,054 +0,064 -0,127 -0,129 +0,053 -0,197 -0,144 -0,065 -0,067 +0,118 -0,291 -0,172

PGM2 A„ 0,793 0,536 0,333 0,542 0,333 0,531 0,666 0,429 0,500 0,500 0,538 0,282 0,481
A. 0530 0,423 0,480 0,503 0,324 0,496 0,491 0,368 0,480 0,500 0,534 0,324 0,390
d +0,496 +0,267 -0,306 +0,077 +0,029 +0,071 +0,356 +0,164 +0,042 0,000 +0,007 -0,130 +0,233

PGI, h0 0,000 0,000 0,000 0,125 0,037 0,187 0,566 0,400 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
A. 0,000 0,000 0,000 0,117 0,037 0,219 0,406 0,320 0,000 0,000 0,000 0,000 0,384
d 0,000 0,000 0,000 +0,068 0,000 -0,146 +0,394 +0,250 0,000 0,000' 0,000 0,000 -0,036

MDH, ...... A. 0,034 0,250 0,150 0,542 0,519 0,594 .0,533 0,514 0,548 0,250 0,770 0,000 0,333
A. 0,034 0,219 0,139 0,598 0,497 0,595 0,531 0,408 0,549 0,219 0,665 0,000 0,568
d 0,000 +0,041 +0,079 -0,094 +0,143 -0,001 +0,004 +0,260 -0,001 +0,141 +0,158 0.000 -0,413

SOD, A. 0,621 0,428 0,400 0,000 0,148 0,063 0,000 0,000 0,097 0,000 0,000 0,031 0,000
A. 0,499 0,406 0,320 0,000 0,140 0,060 0,000 0,000 0,201 0,000 0,000 0,031 0,000
d +0,244 +0,054 +0,250 0,000 +0,057 +0,042 0,000 0,000 -0,502 0,000 0,000 0,000 0,000
fi. 0,281 0,321 0,263 0,399 0,259 0,312 0,424 0,392 0,316 0,298 0,349 0,233 0,309
fi. 0,250 0,280 0,261 0,399 0,273 0,323 0,381 '0,363 0,327 0,305 0,342 0,264 0,358
3 +0,123 +0,147 +0,011 0,000 -0,051 -0,034 +0,110 +0,078 -0,035 -0,023 +0,020 -0,116 -0,138

La population de La Réunion présente des caractéristiques génétiques très proches de
celles des colonies de la région lorientaise puisque la seule différence notable est l'absence
de quatre allèles dans l'échantillon de La Réunion (PGI-1110, SOD-1120, LAP-196, LAP-
l103), perte d'autant plus relative que ces allèles sont très rares dans les colonies
lorientaises et que l'échantillon de La Réunion n'est composé que de trente et un
individus. Cette remarquable similarité conforte l'hypothèse d'une introduction au
xvne siècle à La Réunion (lieu de ravitaillement sur la route des Indes) de petits-gris
originaires de Lorient (port de la compagnie des Indes).

La constitution génétique des populations d'Algérie semble tout à fait originale et
même, pour la colonie d'Annaba, difficilement comparable à celle des autres populations.
Outre l'impossibilité d'analyser le locus Est-3, on remarque en effet que cinq allèles

appartenant à quatre locus y sont exclusivement décelés (MDH-185' 115, LAP-180, PGI-
l 90, PGM-285), que le locus GOT-1 est monomorphe, qu'au contraire le locus LAP-1

est particulièrement polymorphe puisque les dix allèles sont représentés. La population
d'Alger se caractérise quant à elle par un allele unique au locus MDH-1, en l'occurrence
MDH-190 qui ne semble pas exister à Annaba.

Les valeurs de l'hétérozygotie calculée moyenne indiquent tout d'abord qu'Hélixaspersa
semble une espèce très polymorphe, même si ce paramètre n'est pas, dans nos conditions
d'étude, une mesure rigoureuse du degré de polymorphisme (fig.). Quelques différences

entre populations peuvent ensuite être dégagées. La population du Fort-Bloqué (LTF)
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se distingue ainsi des deux autres colonies de Lorient par son hétérozygotie plus faible.
Dans cette station (LTF), ce phénomène affecte non seulement Hélix aspersa mais aussi
Cepaea nemoralis et Theba pisana, ce qui suggère une influence de l'environnement
(substrat sableux de l'arrière-dune littorale). A cet égard, Nevo et Bar (1976) observent
qu'en Israël les populations de Theba pisana vivant sur sol sableux présentent elles aussi

un taux d'hétérozygotie particulièrement faible.
On peut également supposer que les conditions écologiques particulières subies par la

population d'Alger sont en partie responsables de sa faible diversité génique moyenne
mais, compte tenu du polymorphisme considérable de l'échantillon d'Annaba, cette
hypothèse souffre actuellement du nombre insuffisant de colonies algériennes étudiées et
de notre méconnaissance de la répartition sur ce territoire des deux formes rencontrées
(H. a. aspersa; H. a. maxima).

Les taux d'hétérozygotie peu élevés caractérisant les colonies de Rennes pourraient
être quant à eux l'une des conséquences de l'introduction initiale de quelques animaux
(fondateurs) dans des jardins isolés.

Cette étude préliminaire suggère que la diversité du polymorphisme enzymatique peut
être due chez Hélix aspersa à l'influence de plusieurs types de facteurs. Les uns, d'ordre
historique, permettent parfois de comprendre des différences entre colonies (Lorient,
La Réunion) liées à la perte de certains allèles (effets de fondation). Hélix aspersa est
une espèce particulièrement anthropophile dont l'implantation et la survie dans de

nouveaux territoires dépendent beaucoup des activités de l'homme. D'autres facteurs
suggèrent l'idée d'une relation entre variabilité génétique et hétérogénéitéécologique, par
ailleurs abondamment illustrée par certains auteurs [14]. Des pressions sélectives de type
climatique, traduites par des variations clinales, ou pédologique, illustrées par des varia-
tions parallèles des taux d'hétérozygotie au sein de colonies mixtes (LTF), semblent
intervenir dans la distribution géographique des allozymes, démontrant ainsi la nature
adaptative de certaines d'entre elles.

Note remise le 8 avril 1991, acceptée après révision le 14 août 1991.
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Cancérologie/Cancerology

Expression of a gène encoding a novel potential IGF binding
protein in human tissues

Cécile MARTINERIE and Bernard PERBAL

Abstract — We hâve shown in a previous study that the expression of an as yet unidentified,
embryonic gène (nov) encoding a potential IGF binding protein was upregulated in ail of eight
virally-induced avian nephroblastomas tested. We now report that homologous séquences are
conserved in human DNA and are expressed in normal human bone marrow, thymic cells and in
one nephroblastoma.

Expressiondans les tissus humains d'un gène codant pour un nouveau type de
protéine liant les IGF

Résumé — Nous avions établi précédemment que dans les néphroblastomes aviaires induits par
MAVI, un gène embryonnairenouveau (nov) codant pour une protéine liant potentiellement les IGF
est surexprimé.Nous montronsdans cette communication que des séquences homologues de nov existent
chez l'homme et sont transcrites sous forme d'ARN de tailles différentes dans les cellules provenant
d'un néphroblastome,de la moelle osseuse, et du thymus.

Version française abrégée — Il est admis depuis de nombreuses années que le néphroblas-

tome induit par le virus auxiliaire de la myéloblastose aviaire (MAV) constitue un modèle
animal de la tumeur de Wilms chez l'enfant ([1], [2]). Bien que ces deux types de tumeurs
aient des éthiologies différentes (aucun virus n'a été associé jusqu'à présent au développement
du néphroblastome humain), nous pensons que l'étude, au niveau moléculaire des néphroblas-

tomes viro-induits, puisse permettre de caractériser des paramètres difficilement accessibles

dans le système humain. Il existe un assez grand nombre d'évidences expérimentalessuggérant

que des mutations récessives soient impliquées dans le développementde la tumeur de Wilms.
Les loci génétiques correspondants qui ont été identifiés sont localisés en llpl3 et llpl5
et un troisième locus non identifié est situé dans une région chromosomique extérieure à

llp ([3]-[10]). Plus récemment, il a été montré que l'un des gènes candidats, situé dans la
région llpl3 qui est altérée dans le syndrome de WAGR (Wilms, aniridie, dysplasie urogéni-
tale, retard mental), code pour une protéine à doigts de zinc qui pourrait être un facteur
régulateur de transcription ([11], [12]). L'extinction de l'expression du gène Wit2 est associée
essentiellement aux tumeurs hétérogènes, [13] et très peu aux tumeurs homogènes, ce qui
suggère que plusieurs gènes différents soient impliqués dans la genèse du néphroblastome
humain.

Nous avions montré que la souche de MAV1 que nous avons isolée à partir d'un génome
proviral clone [14] induit spécifiquement des néphroblastomes chez la Poule[15] et constitue
donc un système expérimental de choix pour étudier les mécanismes moléculaires de l'induc-
tion des néphroblastomes.

Une étude récente nous a permis d'établir que des réarrangements de plus en plus impor-

tants du génome proviral de MAV étaient associés à la progression tumorale. De plus, nous
n'avons pas pu mettre en évidence de site d'intégration proviral commun dans 22 tumeurs
indépendantes représentant différents stades de développement (Joliot et coll. soumis pour
publication). Nous avons cependant montré que huit tumeurs sur huit analysées, expriment,
à des niveaux variables, un gène embryonnaire nouveau (nov) qui est éteint dans les cellules

Note présentée par Raymond LATARJET.
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de rein adulte normal et qui code pour une protéine potentielle de 32 kDa contenant un
motif consensus des protéines se liant aux facteurs de croissance de la famille des IGF (Joliot
et coll., soumis pour publication).

Il était donc intéressant de rechercher si ce gène avait été conservé au cours de l'évolution
et si il était exprimé chez l'Homme. Des expériences d'hybridation réalisées dans des condi-
tions stringentes nous ont permis de montrer que des séquences homologues de nov existent
dans le génome humain (fig. 1 B). Nous avons isolé à partir d'une banque d'ADN de placenta
humain deux groupes de clones X recombinants (X Hu92 et X Hu93) qui contenaient les
séquences homologues de nov dans deux fragments Pstl respectivement de 600 et 700 paires
de bases (PBP06 et PSP07) (fig. 1 A).

Les fragments d'ADN PBP06 et PSP07 ont été purifiés et utilisés comme sondes molécu-
laires pour rechercher l'expression éventuelle d'ARN apparentés à nov dans les cellules de
la moelle osseuse, du thymus et de deux néphroblastomes humains. Les résultats obtenus
(fig. 1 C) montrent que le gène humain homologue du gène nov de Poule est exprimé sous
la forme d'au moins un ARN de 2,7 kb dans les cellules de la moelle osseuse normale et
d'un néphroblastome, et d'un ARN de 7,4kb dans les cellules du thymus (détecté seulement
par la sonde PSP07). Ces résultats indiquent que l'expresision du gène nov chez l'Homme
est régulée de manière tissu spécifique.

La séquence nucléotidique des deux fragments d'ADN PBP06 et PSP07 a été déterminée.
Nous avons ainsi établi que ces deux fragments présentaient une homologie supérieure à
70 % avec les exons 2, 3 et 4 du gène nov de Poule. Lia comparaison des séquences en
acides aminés de ces deux fragments avec celle du gène nov de Poule, a révélé de plus, la
conservation d'un grand nombre de résidus entre les deux espèces (53/77, 59/77 et 19/22
pour, respectivement, les exons 2, 3 et 4) (fig. 2). \

Il est intéressant de remarquer que la séquence consensus des protéines liant les IGF,
présente dans l'exon 2 du gène nov de Poule est conservée dans le gène humain. La séquence
partielle en acides aminés du gène nov humain n'est identique à aucune des séquences
protéiques contenues dans la banque de données Genpro data bank. Il semble donc que le
gène nov humain appartienne à une nouvelle famille de protéines liant les IGF.

Il sera intéressant de déterminer si les séquences identifiées sont également surexprimées
dans les tumeurs de Wilms. Cette étude ne sera permise que lorsque nous aurons obtenu
des renseignements plus précis sur l'organisation génomique du locus humain en question et
clone au moins un ADNc contenant plusieurs exons de ce locus. Une telle approche nécessi-
tera également l'analyse des différents types de néphroblastomes humains (homogènes et
hétérogènes) qui ont été décrits jusqu'à présent et dans lesquels les altérations d'expression
géniques ne sont pas toujours identiques.

Enfin, il a été montré que le gène codant pour l'IGFIIiest localisé en llpl5 ([18], [19])
et est surexprimé dans certaines tumeurs de Wilms. Il est tentant de penser que le gène
« nov » humain, qui possède également le motif consensus des protéines se liant à l'IGF,
puisse jouer un rôle important dans le développement des; néphroblastomes en conjonction
avec la dérégulation de l'expression d'IGFII.

INTRODUCTION. — The avian nephroblastomainduced by Myeloblastosis Associated
Virus (MAV) is generally- considered to represent a good model of the human Wilms
tumor because of the histological similarities (embryonic jtissues consisting of a heteroge-
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neous mixture of immature and differentiating rénal éléments) existing between the two
tumors([1], [2]).

There is a growing body of évidence suggesting that récessive allèles at genetic loci

assigned to chromosome llpl3, llpl5 and outside of llp are involved in the tumorigene-
sis ([3]-[10]). Recently, one ofthe candidate Wilms tumor gènes, located at the chromo-

some llpl3 locus within the WAGR (Wilms tumor, aniridia, genitourinary dysplasia,
mental retardation) complex, was reported to encode a potential zinc finger protein
([11], [12]). An absence of or a réduction in the expression of Wit2 has been reported
in heterogeneous Wilms tumors associated with the WAGR syndrome, while only a few

homogeneous Wilms tumors associated with the Beckwith-Wiedemannsyndrome showed
reduced expression of this gène [13]. This observation indicates that the molecular basis

of this pathology is complex and must involve more than one gène.
We had previously shown that the genetically pure MAVI strain derived from an

infectious proviral clone [14], specifically induced nephroblastomawhen injected in day-
old chicken [15] and therefore represented a unique tool to undertake the study of the
molecular events involved in the genesis of MAV-induced nephroblastoma. In a récent
study, we could establish that increasing levels of proviral rearrangements were associated
with tumor progression and that 22 independentavian tumors, représentative of différent
developmental stages, contained no common MAV1 intégration site (Joliot et al., submit-
ted for publication). Furthermore, we could show that ail of eight nephroblastomas
tested expressedhigh levels of an as yet unidentified, cellular gène (nov) whose expression
is normally extinguished in adult kidney cells (Joliot et al, submitted for publi-
cation). Thèse observations prompted us to examine whether a similar situation could
possibly be encountered in human tumor cells. As a first step in our investigation, we
searched for the existence and expression of a human équivalent to the chicken nov
gène. The results presented in this communication indicate that human séquences
homologous to nov correspond to a new gène which is expressedin normal hematopoietic
cells and in one nephroblastoma.

MATERIALS AND METHODS. — Molecular Cloning Procédures. —
Dichloromethane was used for nucleic

acid purification, as previously described [16]. Southern and Northern blotting and ail other cloning procédures
were performed according to standard published protocols[17]. DNA fragments were purified according to
the Geneclean method (BiolOl). Radioactive probes were prepared by nick translation in the présence of a-
32P dCTP.

Nucleotidesequencing. — Sequencingwas performed by the dideoxy chain termination method in the présence
of a-35SdATP and Sequenase (USB), under the conditions recommended by the supplier. Séquence data
treatmentswere performedusing the CITI2 facilities in Paris.

RESULTS AND DISCUSSION. — In order to détermine whether nov-related séquences existed
and were expressed in human cells, we first performed Southern blotting of EcoRI-
digested DNA under stringent conditions [17] with the chicken nov cDNA clone (pClK)
which had been previoulsy characterized in our laboratory (Joliot et al. submitted for
publication). Four EcoRI fragments (15, 12, 8.0 and 5.6kb) were visualized following
hybridization of normal human digested DNA (Fig. 1 B), indicating that the nov
séquences were likely to be conserved in evolutionary distant species.

Screening of a normal human placental genomic library with the radiolabeled C1K
probe allowed us to isolate two groups of À.-recombinant clones which gave a strong
positive hybridization signal. The restriction maps of two such clones were established
and we could détermine, by successive rounds of hybridization, that the human séquences
homologous to the chicken nov gène were localized in a 7.0 kb BamHI-Hind III DNA
fragment of clone X Hu 92 and in a 6.6 kb Sacl DNA fragment of clone X Hu93
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(Fig. 1 A). Subcloning of thèse fragments into the pUC18 and pUC19 vectors (clone
pBH7 and pS6 respectively) permitted us to map more precisely the human nov séquences
in two PstI DNA fragments of 600 and 700 base-pairs (Fig. 1 A).

When the purified PstI DNA fragments (PBP06 and:PSP07) were used as probes in
Southern hybridization experiments, only the 15 kb EcoRI DNA fragment was detected
with PBP06 whereas the 12kb EcoRI fragment only was detected with probe PSP07
(Fig. 1 B). This observation indicated that the human nov séquences contained in the
PstI fragments corresponded to a subset of the nov exons represented in the chicken
nov cDNA. The précise détermination of the nov exon boundaries in the PstI DNA
fragment must await the isolation of a human nov cDNÀ.
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FIGURE CAPTION 1

Fig. 1. — A. Partial restriction maps of the Hu92 and the Hu93 X recombinant clones (top) and of the
plasmidic subclones pBH7 and pS6 (bottom). The black boxes stand for human séquenceshomologousto
the chicken nov gène. H= HindIII; B= BamHI; X =Xhol; E= EcoRI; P= PstI; S = Sacl. B. Southern blot
analysis of normal EcoRI digested DNA from human thymus (15 ug) hybridized with the radiolabeled
chicken probe C1K (lanea) and with the two human probes PBP06 (laneb) and PSP07 (lanec). Sizes are
indicated in kilobases. C. Nov-specifïc mRNA species expressed in human normal bone marrow thymus
and nephroblastoma. Following electrophoresis of RNA species (10 ng) in agarose-formaldehyde gels and
transfer on nitrocellulose, hybridizationwas performed with radiolabeled PBP06 (lanei) and PSP07 (lanec)
probes. The BRL RNA ladder was used as molecular weight markers.

Fig. 1. — A. Cartes de restriction, partielles des clones X recombinants humains Hu92 et Hu93 (haut), et des
sous-clones plasmidiquespBHl et pS6 (bas). Les fragments PBP06 et PSP01 ont été utilisés comme sondes
dans les expériencesd'hybridation. Les séquences humaineshomologues du gène nov de Poule sont représentées
par les carrés noirs. H=HindIH; B= BamHI; X=XhoI; E—EcoRI; P=PslI; S=SacI. B. Hybridation de
/'ADNhumain de thymus normal (15 \xg) digéré par EcoRIavec la sonde de Poulet CIK (pistea), et les sondes
humainesPBP06 (pisteb) et PSP01 (pistée). Les tailles sont indiquées en kilobases. C. Expression des ARNm
spécifiques de nov, dans les cellules normales de la moelle osseuse, de thymus, et dans deux néphroblastomes.
Après electrophorèsedes ARN totaux (10 ng) dans un gel d'agarose-formaldéhydeet transfert sur membrane
de nitrocellulose, les hybridations ont été réalisées avec les sondes PBP06 (pisteb) et PSP01 (pistée). Le
mélanged'ARN commercialisé par BRL a été utilisé comme marqueur de poids moléculaire.

Northern hybridization experiments performed with total RNA species purified from
normal human bone marrow and thymic cells allowed us to demonstrate that the human-
nov gène is expressed in the form of a 2.7 kb mRNA species (detected by both PBP06
and PSP07 probes) in bone marrow cells and in the form of a 7.4 kb species (detected
by probe PSP07 only) in thymic cells (Fig. 1 C). This observation indicated that the
expression of nov is submitted to a tissue-specific type of régulation, and that slightly
différent nov products might be expressed in normal cells. The results obtained along a
survey of several normal and tumoral tissues that we hâve performed in collaboration
with Dr. Barrois and Pr. Riou, were in accordance with this conclusion (C. Martinerie
et al., manuscript in préparation). Interestingly, one of the two Wilms tumors which

were analyzed in this group of samples turned out to express high levels of the 2.7 kb

nov mRNA species (Fig. 1 C). The lack of détection of nov expression in the other
tumor is probabry the resuit of a différence in the differentiation state of the two tumors.

Nucleotidic sequencing of the PBP06 and PSP07 DNA fragments allowed us to
demonstrate that the former contains a stretch of 249 nucléotides sharing 73% homology
with exon 2 whereas the latter contained two stretches of 201 and 66 nucléotides sharing
74% homology with exons 3 and 4 ofthe chickennov gène (data not shown). Alignments
of predicted amino acid séquences from both origins revealed a significant amount of
conserved residues in the human putative protein (53/77, 59/77 and 19/22 for exons 2, 3
and 4 respectively) (Fig. 2). The human séquences homologous to exon 2 contain a
consensus for IGF binding proteins ([20]-[22]), as already reported for the chicken nov
gène. Comparison of the amino acid séquences with the Genpro data bank indicated
that the putative IGF binding protein encoded by the human nov gène is différent from
the other IGF binding proteins described so far ([20]-[28]). It therefore appears that it
represents a novel kind of IGF binding protein.

Interestingly, the IGFII gène which has been assigned to human chromosome llpl5,
has also been found to be overexpressed in some Wilms tumors and was therefore
proposed to be potentially involved in this pathology ([18], [19]). Since the potential
humannov product contains a consensusof IGF-bindingproteins ([20]-[22]), it is tempting
to speculate that the abnormal expression of nov protein might be related to the
development of nephroblastomain human. Our preliminary observations indicate that
the 2.7 kb nov mRNA species are expressed in one out of two Wilms tumors tested thus
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far. However, since it lias been established that the Wilms tumors do not constitute a
homogeneous family of cancer, at neither the cytological level nor at the molecular level,
it will be crucial to analyze several sets of independent tumors-before drawing any
conclusion as to the possible association or implication jof nov expression in the genesis
of human nephroblastoma.

This work was supported by grants from ARC, Fondation pour la Recherche médicale, Ligue nationale
contre le Cancer and I.N.S.E.R.M. (contrat n° 900110). Tumoral samples were analyzed in the course,of a
collaborative study performed with Dr. Barrois and Pr. Riou (C. Martinerie et al. manuscript in préparation).

Note remise le 21 janvier 1991, acceptée après révision le 12 août 199ll.
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Fig. 2. - Comparisonof the amino acid séquences of the PBP06 and PSP07 fragmentswith the chicken nov exons 2, 3 and 4. Upper part: The structure of the chicken
nov gène is presented (V. Maloisel et al. submitted). Light boxes stand for chicken exons. Dark boxes stand for human homologousséquences. Lower part: Amino
acid séquences hâve been aligned to provide maximalhomology: = ; identicalamino acids; - same group of amino acids; the consensusséquence found in ail IGF binding
proteins described is boxed.

Fig. 2. - Comparaison des séquences en acides aminés des fragments PBP06 et PSP01 avec celle des exons2, 3 et 4 du gène nov de Poule. Haut : la structureschématique du
gène nov de Poule est représentée (V. Maloiselet coll., soumis). Les boîtes claires correspondent aux exons du gène de Poule. Les boîtes foncéescorrespondent aux séquences
humaines homologues. Bas : l'alignement des séquences en acides aminés a été réalisé selon l'homologie maximale. =, acides aminés identiques; -, acides aminés du même
groupe;la séquence consensus retrouvée dans toutesles protéinesliant les IGF est encadrée.
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Maturation différentielle adaptative de la provasotocine
neurohypophysaire chez les amphibiens : présence de

l'hydrine 2 (vasotocinyl-glycine) chez les anoures mais pas
chez les urodèles

Jacqueline CHAUVET, Yves ROUILLE, Gilles MICHEL, Youssoufou OUEDRAOGO

et Roger ACHER

Résumé — La présence de l'hydrine 2 (vasotocinyl-glycine),un intermédiaire de maturation de la
provasotocine, a été montréedans le lobe neurointermédiaire de l'hypophyse d'espèces amphibiennes
semi-aquatiques ou terrestres appartenant à l'ordre des anoures, à savoir Rana esculenta, R.
temporaria, R. pipiens (Ranidés) et Bufo bufo, B. marinus et B. ictericus (Bufonidês). Par contre
l'hydrine 2 paraît absente chez les espèces appartenant à l'ordre des urodèles, comme l'axolotl
Ambystomamexicanum (Ambystomidês) et le triton pleurodèle Pleurodela waltlii (Salamandridés).Il

.est connu que la vasotocine stimule le transport de l'eau à travers la peau et la vessie .des anoures
alors qu'elle est inactive sur ces organes chez les urodèles.

Adaptative differential processing of neurohypophysial provasotocin in amphibians:

occurrence of hydrin 2 (vasotocinyl-glycine) in Anura but not in Urodela

Abstract — Occurrenceofhydrin 2 (vasotocinyl-glycine), an intermediatein the provasotocinproces-
sing, has been shown in the neurointermediale lobe of the pituitary of semi-aquatic or lerrestrial
amphibian species be/onging to the order Anura, namely Rana esculenta, R. temporaria, R. pipiens
(Ranidae), and Bufo bufo, B. marinus, B. ictericus (Bufonidae). In contrast hydrin 2 appears absent
in species belonging to the order Urodela,namely the axolotl Ambystoma mexicanum (Ambystomidae)
and the pleurodèle newt, Pleurodela waltlii (Salamandridae). Whereas water transport through the
skin and the urinary bladder is stimulaledby vasotocinand hydrin 2 in anuran species, tins stimulaiion
is known not to occur in urodele species.

AbridgedEnglish Version — In contrast to other vasotocin-bearerssuch as birds or reptiles,

some amphibians hâve experienced a down-regulation of the pro-vasotocin processing so that

an intermediate vasotocinyl-glycine (hydrin 2) is found in the neurohypophysis along with
vasotocin [1]. This peptide stimulâtes the water transport through frog skin and'frog bladder
epithelia [1] as does vasotocin [2] but in contrast to vasotocin is virtually devoid of antidiuretic

activity on frog kidney (unpublished results). Because hydrin 2 has been identifîed in frog

neurosecretorygranules, it is assumed to be a physiological hormone secreted in blood [3]. It
has been suggested diat the differential processing of provasotocin is proper to amphibians,
allowing formation of two hormones from a single precursor. Water homeostasis in amphi-
bians involves three organs, namely skin, bladder and kidney, and could be under control of
both vasotocin and hydrin 2, the latter acting mainly for external water uptake through the
skin.

A number of frogs and toads as well as two urodèles hâve been examined.
Neurointermediate lobes of pituitaries hâve been separated for anurans but for urodèles entire
pituitaries hâve been used. They were extracted (0.25% acetic acid, 5 min., Ï00°C) either.
directly or after desiccation of the gland in peroxide-free acétone. The extract has been
centrifuged for removing insoluble material and the supernatant subjected to reverse-phase
high-pressure liquid chromatography (HPLC) as previously described [1]. A Nucléosil C18
column (4.6 x 250 mm; particle size: 5 [im; pore size: 100 A) was used with a linear acetonitrile

Note présentée par Jean ROCHE.
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gradient (5-60%) containing 0.05% trifluoroacetic acid for 55 min. A Waters model 204
chromatograph equipped with a model U6K manual injector, a model 680 solvent program-
mer, a model 441 UV absorbance detector and a model 730 data module was used. Absor-
bance was monitored at 214 and 280 nm.

Among anuran Amphibia, Rana pipiens (North America),1 Rana temporaria (France), Bufo
bufo (France), Bufo ictericus (South America) and B. regularis (Africa) hâve been examined
(Fig. 1). As previously discovered for European Rana esculenta [1] and American Bufo
marinus [4], both vasotocin and hydrin 2 can be identifîed by their rétention times in HPLC
when compared with synthetic vasotocin and vasotocinyl-glycine (Fig. 1). As a rule, hydrin
2 is sowewhat more abundant than vasotocin (in a molar ratio 6 to 4).

In contrast, in two urodele species, the axolotl Ambystoma mexicanum (America) (Fig. 1)

and the pleurodèle newt Pleurodeles waltlii (Spain) (Figs. 2 and 3), hydrin 2 appears
absent. It is known that in contrast to frogs and toads, Urodela hâve a skin and an urinary
bladder that are not responsive to vasotocin [2].

Hydrin 2 has not been detected in reptiles such as the viper [4], nor in birds such as the

goose [5] and up to now has been found only in semi-aquatic (Ranidae) or terrestrial (Bufoni-
d-a-é) families of Anura. In the permanent aquatic Xenopus laevis (Pipidae), vasotocinjd-Gly-
Lys-Arg (hydrin 1) has been found along with vasotocin [1].

It is not known whether vasotocin and hydrin 2 occur in distinct neurons (vasotocinergic
and hydrinergic neurons) or are présent in the same cell and, if so, whether they are packed
in the same neurosecretory granules. Conversion of vasotocinyl-glycine into oc-amidated

mature vasotocin involves die sequential actions of two enzymes, a peptidyglycinehydroxylase

monooxygenase and a peptidylhydroxyglycineoc-amidating dealkylase ([6]-[8]). The partial
arrest of processing at the level of vasotocinyl-gljrcine implies a down-regulation of the first

enzyme. Heterologue conversion "in vitro" of synthetic hydrin 2 into vasotocin through
bovine neurosecretory granule enzymes has been carried out [9].

However whereas the conversion of the tripeptide D-Val-Tyr-Gly into D-Val-Tyr (NH2)

can be obtained with a 70-90% yield under the conditions used, in the case of vasotocinyl-
Gly the yield reaches only 5-10% as judged by appearance of oxytocic and pressor activities
displayed only by mature vasotocin. It would be of interest to find expérimental conditions
under which the ratio hydrin 2/vasotocin in the frog neurohypophysis would be modified in
order to clarify the respective functions of the two neurohypophysial peptides.

INTRODUCTION. — A la différence des autres vertébrés possédant la vasotocine comme
les oiseaux ou les reptiles, certains amphibiens connaissent une régulation négative de la
maturation de la provasotocine de sorte qu'un intermédiaire, la vasotocinyl-glycine
(hydrine 2) est trouvé dans la neurohypophyse conjointement avec la vasotocine [1]. Ce
peptide stimule le transport de l'eau à travers Fépithélium cutané et l'épithélium de la
vessie de la grenouille comme le fait la vasotocine [2], mais à la différence de celle-ci, il

est pratiquement dépourvu d'activité antidiurétique sur le rein de l'animal (résultats non
publiés). L'hydrine 2 a été identifiée dans les granules de sécrétion de la grenouille et est
très vraisemblablement sécrétée dans le sang [3]. Il a été suggéré que la maturation
différentielle de la provasotocine, propre aux amphibiens, conduit à la formation de
deux hormones à partir d'un même précurseur. L'homéostase hydrique chez les amphi-
biens implique trois organes, à savoir la peau, la vessie et le rein, et pourrait être sous le
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contrôle à la fois de la vasotocine et de l'hydrine 2, cette dernière agissant principalement

au niveau de la peau pour la réhydratation.

MATÉRIELET MÉTHODES. — Un certain nombre de grenouilles et de crapauds ainsi que
deux urodèles ont été examinés. Les lobes neurointermédiaires de l'hypophyse ont été
séparés dans le cas des anoures, alors que les glandes entières ont été utilisées dans le

cas des urodèles. Le tissu a été extrait (acide acétique 0,25%, 5 mn, 100°C) soit directe-
ment, soit après dessiccation de la glande dans l'acétone dépourvue de peroxydes.
L'extrait a été centrifugé pour éliminer le matériel insoluble et la solution surnageante
soumise à la chromatographieliquide à haute pression en phase reverse (HPLC) comme
antérieurement décrit [1]. Une colonne (4,6 x 250 mm; diamètre particulaire : 5 mn; taille

Fig. 1. - Identification de la vasotocine (flèche) et de l'hydrine 2 (étoile) dans le lobe neurointermédiaire de
l'hypophyse des amphibiens anoures par HPLC. Seule la vasotocine est décelée dans l'hypophyse de l'urodèle
Ambystomamexicanum(gradient de solvant décrit dans le texte).

Fig. 1. — Identification of vasotocin (arrow) and hydrin 2 (star) in the neurointermediatepituitary of anuran
Amphibia by HPLC. Vasotocin only is detected in the pituitary ofurodele Ambystoma mexicanum (solvent
gradient described in the text).
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des pores : 100 Â) de Nucleosil C18 a été utilisée avec un gradient linéaire (5-60%)
d'acétonitrilecontenant 0,05% d'acide trifluoroacétique pendant 55 mn. Un chromato-
graphe Waters modèle 204 équipé avec un injecteur manuel modèle U6K, un program-
meur de solvent modèle 680, un détecteur d'absorption en UV modèle 441 et un
enregistreur-intégrateur « data module » modèle 730, a :été utilisé. L'absorbance a été
mesurée à 214 et 280 nm.

Parmi les amphibiens anoures, Rana pipiens (Amérique du Nord), Rana temporaria
(France), Bufo bufo (France), Bufo ictericus (Amérique du Sud) et Bufo regularis (Afrique),
ont été examinés (fig. 1). Comme précédemment observé pour la grenouille européenne
Rana esculenta [1] et le crapaud américain Bufo marinus [4], la vasotocine et l'hydrine 2
peuvent être identifiées par leur temps de rétention en HPLC par comparaison avec la
vasotocine et l'hydrine 2 synthétiques (fig. 1). En règle générale, l'hydrine 2 est un peu
plus abondante que la vasotocine (rapport molaire 6 à 4).

Au contraire chez deux espèces urodèles, l'axolotl Ambystoma tigrinum (Amérique)
(fig. 1) et le triton pleurodèle Pleurodela waltlii (Espagne) (fig. 2 et 3), l'hydrine 2 paraît
absente. Il est connu qu'à la différence des grenouilles' et des crapauds, les urodèles
possèdent une peau et une vessie qui ne sont pas sensibles à la vasotocine [2].

RÉSULTATS ET DISCUSSION. - L'hydrine 2 n'a été décelé'e ni chez les reptiles comme la
vipère [4], ni chez les oiseaux comme l'oie [5]. Jusqu'à présent elle n'a été identifiée que
chez les familles d'anoures semi-aquatiques (Ranidae)ou terrestres (Bufonidaé). Par contre
chez une espèce aquatique permanente, Xenopus laevis (Pipidae), la vasotocinyl-Gly-Lys-
Arg (hydrine 1) a été trouvée conjointement à la vasotocine mais l'hydrine 2 est absente
[!]•

On ignore si la vasotocine et l'hydrine 2 se trouvent dans des neurones différents
(neurones vasotocinergiques et hydrinergiques), ou sont présentes dans la même cellule
et dans ce cas, si elles sont contenues dans les mêmes granules de sécrétion. La conversion
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OCCURRENCE OF VASOTOCIN AND ABSENCE OF HYDRIN5

IN PLEURODELES WALTLII

Fig. 3. — Chromatographie de la vasotocine purifiée de Pleurodeles waltlii avec addition de vasotocine
synthétique (haut) ou d'hydrine 1, d'hydrine 2 et de mésotocine synthétique (bas) (gradient de solvant décrit
dans le texte).

Fig. 3. — Chromatographyofpurifiedvasotocinfrom Pleurodeleswaltlii with additionofeither synthetic vasotocin
(top) or synthetichydrin 1, hydrin 2 and mesotocin (bottom) (solvent gradient describedin the text).

de la vasotocinyl-glycineen vasotocine mûre a-amidée implique les actions consécutives
de deux enzymes, à savoir une peptidylglycine a-hydroxylase monooxygénase et une
peptidyl-oc-hydroxyglycine lyase amidante ([6]-[8]). L'arrêt partiel de la maturation au
niveau de la vasotocinyl-glycineest dû à une régulation négative du premier enzyme. La
conversion hétérologue « in vitro » de l'hydrine 2 synthétique en vasotocine au moyen
d'enzymes granulaires de la neurohypophyse de boeuf a été réalisée [9]. Toutefois alors
que la conversion du tripeptide D-Val-Tyr-Gly en D-Val-Tyr(NH2) s'effectue avec un
rendement de 70-90 %, dans les mêmes conditions le rendement de conversion avec la
vasotocinyl-Gly n'atteint que 5-10 % d'après l'estimation des activités ocytocique et
vasopressique apparues, activités qui ne sont manifestées que par la vasotocine mûre.
Afin de clarifier les fonctions respectives de l'hydrine 2 et de la vasotocine, des conditions
physiologiques dans lesquelles le rapport des concentrations neurohypophysaires est
modifié sont actuellement recherchées.

Nous remercions le professeur J. Charlemagne (Lab. d'Immunologiecomparée, Université de Paris-VI) et le
professeur C. Houillon (Lab. de Biologie animale, Université de Paris-VI) qui ont bien voulu nous fournir
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Biosynthèse des ecdystéroïdes par les glandes prothoraciques'
de Pieris brassicae (Insecte Lépidoptère).

Conversion in vitro d'un précurseur radioactif
de la 3-déhydroecdysone

Catherine BLAIS et René LAFONT

Résumé — Les ecdystéroïdes sécrétés in vitro par les glandes prothoraciquesde Pieris brassicae
ont été dosés par enzymo-immunologie, après séparationpar HPLC. Les glandes libèrent à la fois
de l'ecdysone et de la 3-déhydroecdysone, quantitativementmajoritaire. Elles peuvent convertir in,

vitro deux précurseurs potentiels tritiés : le cétodiol est faiblement transformé en ecdysone, le 3-
•

oxocétodiol est beaucoupplus efficacementconverti, principalement en 3-déhydroecdysonetritiée. Le
3-oxocétodiolapparaît être un bon candidatcomme intermédiaire de la biosynthèsedes ecdystéroïdes.

Ecdysteroid biosynthesis by prothoracic glands
of Pieris brassicae (Lepidoptera, Insecta).

Conversion in vitro of a radiolabelled precursor of 3-dehydroecdysone
Abstract — Ecdysteroidssecreted by prothoracic glands o/Pieris brassicae were measuredby.enzyme

immunoassay, after HPLC séparation. Both ecdysone and 3-dehydroecdysone, as a major product,
are produced. Two radiolabelledputative precursors were converted by Pieris glands in vitro: [3H]
ketodiol was convertedinto ecdysone at a low rate; [3H] 3-oxoketodiolwas efficiently converted, main/y
into 3-dehydroecdysone. Thèse data make 3-oxoketodiol a good candidate for an intermediate in
ecdysteroidbiosyntheticpathway.

Abridged English Version — INTRODUCTION. — Insect molting glands synthesize ecdysone
from cholestérol, but the biosynthetic pathway is far from elucidated ([1], [2], [3]). It is

now generally accepted that 2,22,25-trideoxyecdysone(=5 P-ketodiol) is an intermediate in

many insects, due to its efficient conversion in vitro into ecdysone by prothoracic glands
([1], [2]) or ovaries [5]. Recently, however, the molting glands of several species of Lepidop-

tera (including Manduca sexto) hâve been shown to secrète primarily 3-dehydroecdysone
([8], [9]). The absence of détectable ecdysone oxidase activity in molting glands [10] and
the présence of a 3 P-forming-3-oxoecdysteroid reductase in hemolymph [11] leads us to
consider that 3-dehydroecdysone is a precursor rather than a metabolite of ecdysone. AU

thèse data prompted us to investigate whether 3-oxoketodiol could represent an adéquate
intermediate in the ecdysone bios}'nthetic pathway in the Lepidopteran Pieris brassicae.

MATERIALS AND METHODS. — Prothoracic glands were carefully dissected from last instar
larvae of Pieris brassicae, and incubated overnight in Grace's médium (two glands in
100 pi). Secreted ecdysteroids were separated by normal-phase HPLC and measured by

enzyme immunoassay (ElA) [5]. The antiserum anti-20-hydroxyecdysone(AS4919) and the
enzymatic tracer were generous gifts of Dr. Porcheron. Calibration curves were established
for both ecdysone and 3-dehydroecdysone. In our expérimental conditions, cross reactivity
of ecdysteroids was 2.6 for ecdysone and 42.9 for 3-dehydroecdysone (1 for 20-hydroxyecd5'-
sone).

Tritiated 3-oxoketodiol was prepared by chemical oxidation of [3H] ketodiol, and purified
by normal-phase HPLC. One or the other labelled compound was added in ethanol to

Note présentée par Jules HOFFMANN.
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incubation médium for conversion studies. Labelled metabolites were analyzed by reverse-
phase HPLC using continuous-flow monitoring of radioactivity and labelled peaks were
identifîed by comigration with référence compounds.

RESULTS AND DISCUSSION. — HPLC-EIA analyses showed that molting glands of Pieris
brassicae secrète ecdysone and 3-dehydroecdysone, the latter accounting for more than 95%
of the total. Thus like for most other Lepidoptera [9], Pieris brassicae molting glands secrète
mainly 3-dehydroecdysone.

Labelled ketodiol is converted to a low extent (4.3%) into ecdysone and to a lesser extent
into 2-deoxyecdysone and 22-deoxyecdysone (Fig. A). No labelled 3-dehydroecdysone is
detected, and this agrées with the absence of ecdysone oxidàse in molting glands [10]. Thèse
data clearly show that ketodiol is not a normal precursor in Pieris molting glands.

Labelled 3-oxoketodiol is more efficiently metabolized (Fig. B), mainly into 3-dehydroecdy-
sone (24%), and, to a lesser extent, into compounds a little less polar than 2-deoxyecdysone
and 22-deoxyecdysone. They could correspond to the 3-oxo forms of thèse ecdysteroids.
Traces of ecdysone are observed in some cases, that are possibly due to the 3-oxoreductase
activity présent in contaminating tissues [16]. Analysis of [3H] 3-oxoketodiol conversion by
normal-phase HPLC confirmed comigration of the major radiolabelled compound with stan-
dard 3-dehydroecdysone (data not shown).

Thèse data make 3-oxoketodiol a good candidate for an intermediate in the 3-dehydroecd5'-

sone biosynthetic pathway, at least in Lepidoptera. It is suggested that this could also apply
to other insect species, as ancient experiments already suggested die involvement of 3-oxo-
A4-steroid intermediates in ecdj'sone biosynthesis ([1], [19]).

INTRODUCTION. — On considère classiquement que les glandes de mue des insectes
sécrètent de l'ecdysone [1], mais les voies de biosynthèse de ce composé à partir du
cholestérol sont encore loin d'être élucidées. S'il est actuellement admis que la première
étape est la transformation du cholestérol en 7-déhydroeholestérol, la suite des réactions
n'est pas connue (revues [2], [3]). La 2,22,25-tridésoxyecdysone(=cétodiol) est souvent
considérée comme un intermédiaire vraisemblable : ce composé est efficacement trans-
formé in vitro en ecdysone par les glandes de mue d'insectes ([1], [2]) ou de crustacés [4]

et par des ovaires d'insectes [5], suivant une séquence!privilégiée d'hydroxylations; de
plus sa présence a été mise en évidence dans les ovaires du criquet Locusta migratoria
[6]. Les glandes prothoraciquesdu Lépidoptère Pieris brassicae sont elles aussi capables
de transformer le cétodiol tritié en ecdysone [7], mais le taux de conversion est faible.

Des études récentes ([8], [9]) ont montré qu'en fait les glandes prothoraciques de
plusieurs espèces de Lépidoptères, dont Manduca sexta, sécrètent essentiellementde la 3-
déhydroecdysone au lieu d'ecdysone. L'absence d'activité ecdysone oxydase dans les
glandes de mue [10] et la présence d'une activité 3-oxoecdystéroïde réductase « 3 P-
forming » dans l'hémolymphe de Manduca sexta ([8], [II]) donnent à penser que chez
cette espèce la formation de 3-déhydroecdysone précède celle d'ecdysone. Ces résultats
conduisent à envisager que, dans ce cas au moins, la voie de biosynthèse procéderaitvia
des composés 3-oxo, ainsi que cela avait d'ailleurs été postulé dans des travaux antérieurs
[1]. Dans ce contexte, il nous a semblé que la forme 3-oxo du cétodiol, le 3-oxocétodiol,
pourrait représenter un précurseur potentiel de la 3-déhydroecdysone. C'est pourquoi,
après avoir mis en évidence la sécrétion de 3-déhydroecdysone par les glandes protho-
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raciques de Pieris brassicae, nous avons analysé leur capacité à convertir in vitro le 3-

oxocétodiol tritié.

MATÉRIELET MÉTHODES. — Les expériences ont été réalisées sur des chenilles du dernier
stade de Pieris brassicae L. (Lépidoptères, Piérides) qui nous ont été fournies par
M. Brachet (I.N.R.A., Jouy-en-Josas).

Réactifs. — L'ecdysone provient de Simes; la 3-déhydroecdysone a été préparée par
synthèse chimique [12]. La 2,22,25-tridésoxyecdysone tritiée (ou 5P-cétodiol) a été
préparée suivant la technique de Haag et coll. [13] (activité spécifique : 3,7 TBq/
mmol). Le 3-oxocétodiol tritié a été obtenu en oxydant du cétodiol par une solution de

chlorochromate de pyridinium dans du dichlorométhane. Il a été ensuite purifié par
HPLC sur une colonne Zorbax-SIL (DuPont), solvant isooctane : isopropanol : eau
(700 : 100 : 4, v/v/v). Dans ces conditions, avec un débit de 1 ml/mn, les temps de
rétention sont de 8,6 et 5,7 mn, respectivementpour le cétodiol et sa forme 3-oxo.

Incubation des glandesprothoraciques. — Après dissection, les glandes prothoraciques
sont rincées dans une solution saline et débarrassées de tout corps gras, puis incubées
dans du milieu de Grâce (Vietech) (deux glandes dans 100 ni), à 23-24°C, sous agitation
constante, pendant une nuit.

Analyse des ecdystéroïdes libérés dans le milieu. — Les glandes prothoraciques ont été

prélevées sur des chenilles en phase de migration, correspondant au début du pic
hémolymphatique d'ecdystéroïdes [14]. Les milieux d'incubation de plusieurs glandes (six

ou huit) ont été regroupés et extraits deux fois par du méthanol. Les ecdystéroïdes ont
été séparés par HPLC sur une cartouche Radial-Pak 8Si5|im (Waters) éluée avec le

mélange isooctane : isopropanol : eau (100 : 40 : 3), à un débit de 1 ml/mn. Des fractions
de 1 ml ont été collectées, évaporées à sec pour être dosées par EIA. Le rendement
mesuré après HPLC varie entre 60 et 87 % (utilisation de 20-hydroxyecdysoneradioactive

comme standard interne).
Le dosage EIA des ecdystéroïdes (chaque échantillon en double) a été réalisé suivant

la technique de Porcheron [15], qui nous a donné l'antisérum anti-20-hydroxyecdysone
(AS4919), et le traceur enzymatique. Dans nos conditions expérimentales, le taux de

croisement de l'anticorps (concentration de l'ecdystéroïde divisée par concentration du
ligand 20-hydroxyecdysoneà 50 % B/Bo) est de 2,6 pour l'ecdysone et de 42,9 pour la
3-déhydroecdysone.

Analyse de la conversion des précurseurs radioactifs. — Le cétodiol ou le 3-oxocétodiol
tritié (environ 74 kBq) est ajouté dans 1 ni d'éthanol au milieu d'incubation des glandes.
Les produits de conversion ont été analysés par HPLC sur une cartouche Nova-Pak C18

(Waters), éluée avec un gradient linéaire (25 à 100 % en 35 mn, puis 100 % pendant
10 mn) d'acétonitrile : isopropanol (100 : 40) dans l'acide trifluoroacétique à 0,1 % dans
l'eau. La radioactivité est mesurée en continu par un compteur-intégrateur Flo-One Beta
A-200 (Radiomatic). Ce système ne sépare pas le cétodiol du 3-oxocétodiol.

RÉSULTATS. — I. Analyse des ecdystéroïdes libérés par les glandesprothoraciques. — Le
dosage EIA des fractionsobtenues par HPLC met en évidence deux pics d'immunoréacti-
vité, correspondant aux temps de rétention de la 3-déhydroecdysone et de l'ecdysone.
Exprimée en équivalents ecdysone, la quantité de 3-déhydroecdysone est toujours supé-

rieure à celle de l'ecdysone, soit pour deux glandes, pendant 15 h d'incubation :

260 pg(±60) contre 100 pg (±30) pour l'ecdysone (moyenne ± écart-type sur trois
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Analyse par HPLC en phase inverse de la conversion in vitro de cétodiol (A) et de 3-oxocétodiol (B) tritiés
par les glandes prothoraciques de P. brassicae. Ecdystéroïdes Standards (flèches) : E, ecdysone; 3DE,
3-déhydroecdysone;2dE. 2-désoxyecdysone;22dE, 22-désoxyecdysone.

Reverse-phaseHPLC analysis of [3H] ketodiol (A) and [3H] 3-oxoketodiol(B) conversion in vitro by P. brassicae
prothoracic glands. Standardecdysteroidsare indicatedby arrows.,

échantillons différents). Si l'on tient compte du taux de croisement de l'anticorpspour la 3-
déhydroecdysone,on constateque celle-ci représente en fait plus de 95 % des ecdystéroïdes
sécrétés par les glandes.

II. Conversion de précurseurspotentiels tritiés. — Le cétodiol tritié est converti principa-
lement en un composé de même temps de rétention que l'ecdysone (fig. A), représentant
4,3 % de la radioactivité totale (3 à 10 % selon les expériences). Deux composés mineurs
comigrent avec la 2-désoxyecdysoneet la 22-désoxyecdysone.

Le [3H] 3-oxocétodiol est transformé en plusieurs rriétabolites tritiés détectables par
analyse HPLC (fig. B) : un premier pic (très réduit) comigre avec l'ecdysone, un second
pic majeur (24 % de la radioactivité) comigre avec la; 3-déhydroecdysone, deux autres
composés tritiés, mineurs, sont un peu moins polaires que la 2-désoxyecdysoneet la 22-
désoxyecdysone, respectivement. Ils pourraient correspondre aux formes 3-oxo de ces
derniers, mais ce seul critère chromatographiquen'est pas suffisant pour assurer leur
identification. L'analyse de la conversion du [3H] 3-oxocétodiol en HPLC sur colonne de
phase directe a confirmé la comigration du métabolite tritié majeur avec la 3-déhydroecdy-
sone de référence (résultats non montrés).

DISCUSSION. — La glande prothoracique des larves ; de Pieris brassicae sécrète donc
deux ecdystéroïdes qui ont le même comportement chromatographiqueque l'ecdysone
et la 3-déhydroecdysone, cette dernière étant quantitativementmajoritaire. Ce résultat
s'accorde avec ceux précédemment obtenus [9] chez différents Lépidoptères.
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Le cétodiol tritié est converti en ecdysonepar les glandes prothoraciquesde P. brassicae,
mais aucune trace de 3-déhydroecdysone tritiée n'a été détectée, ce qui confirme que les
glandes de mue ne contiennent pas d'ecdysone oxydase. Ce seul résultat aurait pu
conduire à des conclusions erronées sur la nature des produits sécrétés et sur le rôle
d'intermédiaire potentiel du cétodiol dans la biosynthèse des ecdystéroïdes chez P.
brassicae, la voie conduisant à la 3-déhydroecdysone n'étant pas du tout révélée. Cette

remarque peut s'appliquer à toutes les espèces dont les glandes sécrètent de la 3-
déhydroecdysone, et montre les limites dans l'usage du cétodiol marqué.

A partir du 3-oxocétodiol tritié, de l'ecdysone est formée, mais à un taux très faible.
Cette conversion n'a pas été retrouvée dans des incubations réalisées ultérieurement et
pourrait donc être due à une contamination des glandes par du corps gras qui, comme
de nombreux tissus, contient une 3-oxoecdystéroïderéductase « 3 P-forming » [16]. Le 3-
oxocétodiol tritié est efficacementconverti, principalement en 3-déhydroecdysone,produit
majeur de sécrétion de la glande. Une conversion du 3-oxocétodiol en 3-déhydroecdysone
et en ecdysone a été également obtenue avec des glandes de mue de Locusta migratoria
[17] et de Carcinus maenas (résultat non publiés), alors que la 3-déhydroecdysone n'est
pas détectable dans les produits de sécrétion des organes Y du crabe [18]. Ceci semble
indiquer dans ces deux cas la présence d'une activité 3-oxoréductase, s'exerçant vis-à-vis
de la 3-déhydroecdysoneet/ou de ses précurseurs.

La formation, lors de la biosynthèse de l'ecdysone, d'intermédiaires 3-oxo-A4 a été
postulée de longue date (voir [1]). Ce point redevient d'actualité [19] avec la découverte
de la synthèse de 3-déhydroecdysonepar les glandes de mue des Lépidoptères [9] et celles
de certains crustacés [20]. Dans ce contexte, nos résultats montrent que le 3-oxocétodiol
est un bon candidat pour représenter un intermédiaire de la biosynthèse, y compris chez
les espèces dont les glandes de mue produisent de l'ecdysone.

Note remise le 9 juillet 1991, acceptée le 26 juillet 1991.
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Physiologiecellulaire végétale/Plant Cell Physiology

Influence du milieu d'entretien et de la concentration en
saccharose sur la production d'acide rosmarinique par des

suspensions cellulaires de Sauge {Salvia officinalis L.)

Isabelle HIPPOLYTE, Bernard MARIN, Jean-Claude BACCOU et Robert JONARD

Résumé — Des suspensions cellulaires de Sauge officinale (Salvia officinalis L.) produisent de
l'acide rosmarinique (AR), un antioxydantnaturel. Nous avons tout d'abord observé la croissance
et la production d'AR sur différents milieux d'initiation et d'entretien des souches. Nous avons
ensuite étudié ces paramètres sur les mêmes milieux enrichis en saccharose. Les résultats présentés
montrent que le milieu le plus favorable dans les conditions d'entretien n'est pas le plus intéressant
pour la phase de productionen conditions optimisées.

Influence of maintenance médium and sucrose concentration on the rosmarinic
acid productionby cell suspension culture of sage (Salvia officinalis L.)

Abstract — Rosmarinic acid (RA) is a natural anlioxidant produced by cell suspension cultures of
Sage (Salvia officinalisL.). Kinetiesofgrowth andproduction werefirst observedon différent routine
média. The effects of increase in sucrose in those différent média were then studied. Results show
that the médium most favourable for maintenance conditions is not the best for the production phase
in optimal conditions.

AbridgedEnglish Version — Rosmarinic acid is a natural antioxidant in numerous Labiatae
[2]. Cell suspensions of sage (Salvia officinalis L.) produce the metabolite. The article
discusses the behaviour (growth and production of RA) of cell suspensions in three initiation
and culture média and then on the same média enriched with sucrose.

MATERIAL AND METHODS. — Leaves of sage cultured in vitro were used to initiate callus
and then cell cultures on différent média:

— Médium B5A : Gamborg's B5 médium [5] complemented with 2.26 uM 2,4-D and
2. 32 uM kinetin.

— Médium MS A : Murashige and Skoog's inorganic médium [6] (MS) complemented
with 2.26 pM 2,4-D and 2.32 \iM kinetin.

— Médium MSB : Murashige and Skoog's inorganic médium (MS) complemented with
2.07 |J.M pichloram (auxinic substance) and activated plant charcoal 50mg.l_ 1 to limit
oxidation [10].

88 mM sucrose (w/v) and Nitsch et al. vitamins [7] were added to the three média. The
pH was adjusted to 5.3. The effect of sucrose was observed by increasing the content to
146 mM in the culture médium.

Growth was estimated as a percentage increase in dry weight in relation to the initial

mass. 100% growth was determined by the suspension in which the growth factor was
greatest.

Freeze-dried préparations were used for three 20-min. extractions in edianol 70%. The
extract obtained was evaporated to dryness and resuspended in pure méthanol. The samples

were analysed by HPLC at 328 nm in a C-18 DB column (SUPELCO, U.S.A.) with a flow

Note présentée par Alexis MOYSE.
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rate of 1 ml. min~ 1. The eluent was a mixture of acetic acid/methanol/water. 5% acetic
acid was used. The water-methanol gradient varied from 85-10% to 0-95%. Analysis time

was 25 min. RA was not excreted in the médium with this cell suspension and was conse-
quently extracted and assayed [8]. Each value is the average of 3 replicates.

EVOLUTIONOF GROWTH AND PRODUCTION UNDER MAINTENANCECONDITIONS. — Figures 1 and 2
show that growth and production maxima were reached most rapidly on MSB médium.
Growth and production of RA were strongest on B5 A médium. The growth and production
cycle was longest on MSA médium. Under thèse maintenance conditions, médium BSA

appears to be the most favourable since growth and RA production were highest.

THE EFFECTS OF SUCROSE ENRICHMENT OF THE MÉDIUM. — The behaviour of the suspensions

was différent with increased sucrose [5] in comparison with maintenance conditions. Maxi-

mum RA production on the three culture média (Fig. 4) increased in comparison with
standard conditions. In ail cases, the increases in sucrose concentration resulted in a delay
in the production phase which can be related in part to! the delay in the start of growth
(B5A médium) or a change in cell behaviour (média MSA and MSB where production
starts only after tlie end of growth) ([14] to [17]).

In contrast (Fig. 3), the position as regards growth is less clear-cut. Maximum growth

was reduced on B5A médium, was little modified on MSA and MSB média. However,
the growth cycle was shortened on médium MSA and lengthened on médium MSB.

CONCLUSIONS. — Various comments can be made on the results described hère. Firstly,
the initiation and maintenance média affect cell cultures, especially through the minerai or
hormonal nature of the culture; this was observed to a considérable extent in the cell cultures
([14], [18], [19]). Growth appeared to be particularly affected by the composition of the
culture médium. The hormone composition appears to play a smaller rôle.

Response to changes in the sucrose content dépends on the species and the médium used
([12], [13]). For Coleus blumei, 0.2 M sucrose gave the] best production of B5 médium
without growth hormones [3]. The best production from cell suspensions of Anchusa offici-
nalis was obtained with 88 mM sucrose on B5 médium containing phytohormones [9].
Increase in the sucrose content in the suspensions described hère lengthened the production
cycle and increased RA production [11] in ail cases. However, the extent of the variations
depended on the culture médium. It is not possible to interpret this différence in response,
but it does show clearly that the choice of culture médium jfor the maintenance of cell strains
should be made in the light of the subséquent response to optimization trials. Thus, B5
médium appears to be the most favourable for the growth and production of RA under
maintenance conditions whereas médium MS B gives the most rapid and plentiful RA produc-
tion under optimization conditions.

INTRODUCTION. — L'acide rosmarinique (AR) est un antioxydant naturel issu de la
voie des phénylpropanoïdes [1]. Il est présent chez de nombreuses Labiées. La Sauge
officinale en contient [2]. Nous avons essayé de le faire produire par des suspensions
cellulaires. Les résultats que nous relatons ici concernent l'influence de trois milieux
d'initiation et d'entretien des souches sur la croissance et la production d'AR, ainsi que
l'effet sur un cycle de culture de la modification d'un élément du milieu de culture, à
savoir l'augmentation de la concentration en saccharose. L'AR est un métabolite
secondaire produit également par des suspensions cellulaires de Coleus blumei [3] et
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cYAnshusa officinalis [4]. Pour ce métabolite, les différents auteurs utilisent classiquement
comme milieu d'entretien un milieu minéral B5 de Gamborg modifié. Notre objectif est
de déterminer si la nature du milieu d'entretien peut induire un état physiologique
favorable à une augmentationde la production d'AR, lors de l'étape finale de production
sur un milieu partiellement optimisé (enrichi en saccharose).

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — A partir de feuilles de Sauge cultivée in vitro nous avons
initié des cals puis des cultures cellulaires sur différents milieux :

— un milieu B5 A : le milieu B5 de Gamborg [5] additionné de 2,26 uM 2,4-D et de
2,32 (iM kinétine;

— un milieu MS A : le milieu minéral de Murashige et Skoog [6] (MS) additionné de
2,26 uM 2,4-D et de 2,32 pM kinétine;

— un milieu MSB : le milieu minéral de Murashige et Skoog (MS) additionné de
2,07 uMpichloram (molécule à pouvoir auxinique) et de 50 mg.l-1 de charbon végétal
activé pour limiter les oxydations.

Dans ces trois milieux nous avons ajouté du saccharose à 88 mM et les vitamines de
Nitsch et coll. [7]. Le pH est ajusté à 5,3.

L'effet du sucre a été observé sur un cycle de culture. Dans ces conditions, nous avons
amené la concentrationen saccharose à 146 mM.

Les cultures sont entretenues en erlenmeyers sur agitateur rotatif (20 tr.mn- 1 en
lumière continue (24 à 38 umol.m~2.s_1) à 23°C. Tous les 14 jours pour les cultures sur
milieu MSA et B et tous les 10 jours pour les cultures sur milieu B5, 30 ml de suspensions
sont transférés dans 80 ml de nouveau milieu (ou 60 ml dans 160 ml). Les cals sont
transférés en milieu liquide 4 à 6 mois après la mise en culture. Les suspensions cellulaires
sont âgées de 8 à 12 mois.

Pour la partie analytique, des parties aliquotes sont prélevées tous les 5 jours. Les
suspensions sont filtrées sous vide puis refroidies à l'azote liquide, lyophilisées pendant
2 jours. Ensuite, la masse sèche est déterminée.

Les résultats de la croissance sont estimés en pourcentage de masse sèche en référence
à la masse initiale. Le 100 % de croissance est déterminé par la suspension dont le taux
de croissance est le plus important. Dans les figures 1 et 3, c'est ainsi qu'est défini le
pourcentage de matière sèche.

Dans nos suspensions cellulaires, l'AR n'est pas excrété dans le milieu. Par conséquent,
il est extrait, puis dosé [8]. A partir des lyophilisats, trois extractions de 20 mn chacune
sont réalisées dans de l'éthanol à 70%. L'extrait obtenu est évaporé à sec, puis repris
dans du méthanol pur. Les échantillons sont analysés par HPLC à 328 nm sur une
colonne C-18 DB (SUPELCO, U.S.A.). Le débit est de 1 ml.mn"1. L'éluant est un
mélange acide acétique/méthane/eau. L'acide acétique est utilisé à 5 %, le gradient eau-
méthanol varie en pourcentagede 85-10 % à 0-95 %. Le temps d'analyse est de 25 mn.

Chaque valeur représente la moyenne de trois répétitions.

RÉSULTATS ET DISCUSSION. — Evolution de la croissance et de la production d'acide
rosmarinique dans des conditions d'entretien. — La figure 1 nous montre tout d'abord
que dans les conditions d'entretien éprouvées, la croissance des suspensions varie en
fonction du milieu de culture. En effet, les maximums de croissance diffèrent selon les
milieux, le plus tôt étant obtenu pour MSB (10j) le plus tard pour MSA (20j), le
milieu B5A étant intermédiaire. Par contre, la croissance est largement favorisée sur le
milieu B5A puisqu'elle est deux fois supérieure à celle des autres milieux. Ce milieu
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d'entretien est donc tout à fait favorable à la croissance des suspensions cellulaires de
Sauge.

Dans des conditions d'entretien éprouvées pour les souches utilisées, nous voyons ici

que la production (fig. 2) est favorisée sur le milieu B5A puisqu'elle atteint 0,5 g/1 au
bout de 20 jours. Le maximum est atteint plus précocement (10 jours) sur le milieu MS B
mais il est inférieur (0,32 g.l-1). Enfin, c'est le milieu MSA qui se montre le moins
favorable (0,53 g.l- 1 synthétisés en 30 jours).

La différence entre le milieu MSA et B5A porte essentiellement sur la composition
azotée du milieu de culture. En effet, le milieu B5 de Gamborg contient essentiellement
des ions nitrates comme source azotée (35 mM NO^ contre 2 mM NH4 ), le milieu MS
contenant des ions ammonium associés à des ions nitijates (39 mM NO^~ et 21 mM
NH^ ). Si la production est peu affectée par la nutrition azotée, la croissance est favorisée
par une concentrationen azote peu élevée et/ou représentée essentiellementpar des ions
nitrates. Une telle conclusion peut être illustrée par les travaux de De-Eknamkul et Ellis
[9]. Ces auteurs utilisent comme milieu d'entretien un milieu B5 dont la concentrationen
ions nitrates est ramenée à 15 mM pour la production d'AR par des suspensions
cellulaires d'Anchusa officinalis L.

Pour ce qui concerne les différences obtenues en fonction de la nature des hormones,
le pichloram active le métabolisme cellulaire, les maximuns de croissance et de production
étant atteint rapidement (10 jours). Cependant ces maximums sont inférieurs à ceux
observés sur le milieu contenant du 2,4-D et de la kinétine (MSA). Sur des cals de
Bananier, l'utilisation de pichloram et de charbon végétal activait également le métabo-
lisme en provoquant une prolifération cellulaire intense [10].

Effets de l'enrichissement du milieu en saccharose sur\ la croissance et la production
d'acide rosmarinique. — L'augmentation de la concentration en élément carboné est
souvent favorable à la production de métabolites issus de la voie des phénylpro-
panoïdes [1]. Sur nos cultures, l'augmentationdu saccharose est un facteur d'optimisation
[11]. C'est pourquoi, nous avons dans nos expériences amené la concentrationdu saccha-
rose de 88 à 146 mM dans nos milieux MSA, MSB et B5.

Pour ce qui concerne la croissance, l'effet le plus notable de l'augmentation de la
concentration en saccharose est enregistré sur le milieu B5 A. La figure 3 nous montre
que le cycle de croissance est augmenté significativement avec un maximum atteint au
bout de 60 jours. Dans ce cas, nous observons une phase |de latence non décelable sur le
milieu contenant du saccharose 88 mM. Cependant, le maximum de croissance sur ce
milieu est inférieur à celui observé dans le milieu témoin. Sur le milieu MS A, la cinétique
de croissance est peu modifiée. Nous notons une activation du métabolisme avec un
maximum atteint précocement. Enfin, sur le milieu MSB enrichi, nous remarquons un
allongement du cycle de croissance, sans modification de maximum. Nous observons une
augmentationimportante du pourcentage de matière sèche pendant les 5 premiers jours.
Ce pic n'est pas dû à une valeur aberrante puisque nous le retrouvons pour les trois
essais correspondantà cette expérience.

La production est considérablement accrue sur les trois milieux étudiés. Cependant sur
le milieu B5A, le temps de production maximal est extrêmement élevé (60 jours). Par
contre, le milieu MS B est le plus favorable puisqu'il nous permet d'obtenir la production
la plus forte, dans le temps minimal (20 jours).

Dans tous les cas, l'augmentation de la concentration en saccharose provoque un
retard de là phase de production qui peut être lié en partie au retard du début de
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croissance (milieu B5A) ou à une modification du comportement cellulaire (milieux
MSA, MS B) où la production ne commence qu'après l'arrêt de croissance.

L'effet de l'augmentation de la concentrationen saccharose sur la production est très
important, puisque pour les trois milieux étudiés, la production est augmentée entre 5 et
11 fois, atteignant 3,8 g.l- 1 en 25 jours pour le milieu contre 0,75 g.l- 1 au maximum
dans les conditions d'entretien pour le milieu B5A. Cet effet du saccharose peut être
attribué à son action sur le métabolisme cellulaire. On sait que l'augmentation de la
concentration en saccharose s'accompagne d'une diminution du volume cellulaire [12]

avec dans certains cas une augmentation du nombre de cellules [13]. Cette élévation
engendre également une augmentationde la pression osmotique dans le milieu de culture.
La première réponse au stress osmotique paraît être une activation des ATPases membra-
naires et une extrusion de protons. Elle s'accompagne d'une acidification du milieu

externe [14] et de modification de la différence de potentiel membranaire ([15], [16]). Une
telle situation peut provoquer des modifications de l'absorption des ions et des molécules.
Cela a été décrit pour les sucres [17]. La réponse aux modifications de la concentration

en saccharose dépend de l'espèce et du milieu utilisé. Pour Coleus blumei, une concentra-
tion de saccharose de l'ordre de 0,2 M permet la meilleure production sur un milieu B5

sans hormones de croissance [3] sur des suspensions cellulaires cVAnchusa officinalis.
Toutefois, dans ce cas, la meilleure production est obtenue avec une concentration en
saccharose de 88 mM sur un milieu B5 contenant des phytohormones[9],

CONCLUSIONS. — De l'ensemble des résultats présentés dans cette Note, nous pouvons
dégager tout d'abord que le milieu d'initiation et d'entretien des souches influence un
comportement des cultures cellulaires particulier en relation avec la nature minérale ou
hormonaledu milieu de culture, phénomène largement observé sur les cultures cellulaires
([18], [19]). La croissance est dans notre cas particulièrement affectée par la composition
azotée du milieu de culture. La composition hormonale est moins déterminante.

L'augmentationde la concentrationen saccharose a provoqué, dans nos conditions de
culture, des modifications importantes. Elle permet dans tous les cas une augmentation
de la production d'AR (de 5 à 11 fois la production maximale en conditions d'entretien).
Nous observons également un allongement du cycle de croissance et de production, et
dans certains cas une modification de la croissance et de la production (apparition de
phases de latence, modification de la production d'AR qui de parallèle à la croissance,
devient consécutive à celle-ci), montrant que le mode de production, dans notre cas,
n'est pas dépendant de la nature de la suspension cellulaire mais de celle du milieu de
culture.

D'un point de vue pratique, les différences de réponses obtenues montrent de façon
nette que la sélection d'un milieu de culture pour l'entretien de souches cellulaires doit
être réalisée en tenant compte de la réponse ultérieure à des essais d'optimisation. Ainsi,

sur nos suspensions cellulaires, le milieu B5, classiquement utilisé comme milieu d'entre-
tien pour la production d'AR par des suspensions cellulaires végétales, est effectivement
le plus favorable pour la croissanceet la productiond'AR dans des conditions d'entretien.
Par contre, c'est le milieu MS B qui permet l'obtention la plus rapideet la plus importante
d'AR dans des conditions de production sur un milieu modifié.

Note remise le 8 mars 1991, acceptée après révision le 12 août 1991.
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Fig. 1. —
Évolution de la biomasse (pourcentage de matière sèche) des suspensions cellulaires de Salvia

officinalis sur différents milieux d'entretiencontenant du saccharose (88 mM).

Fig. 1. — Time-course of cell growth (per cent of dry matter) of Salvia officinalis cell cultures on différent
routine média containing88 mM sucrose.

Fig. 2. —
Évolution de la production d'acide rosmarinique (ARg.l- 1) par des suspensions cellulairesde Salvia

officinalis sur différents milieux d'entretiencontenantdu saccharose (88 mM).

Fig. 2. — Time-course of rosmarinic acid (ARg.T1) production by Salvia officinalis cell cultures on différent
routine média containing88 mM sucrose.

Fig. 3 Fig. 4

Fig. 3. —
Évolution de la biomasse (pourcentage de matière sèche) des suspensions cellulaires de Salvia

officinalis sur différents milieux d'entretiencontenant une concentrationde saccharose plus élevée (0,146 M).

Fig. 3. — Time-course of cell growth (per cent of dry matter) of Salvia officinalis cell cultures on différent
routine média containing0.146 M sucrose.

Fig. 4. —
Évolution de la production d'acide rosmarinique (AR g.l- 1) par des suspensions cellulairesde Salvia

officinalis sur différents milieux d'entretiencontenantune concentration de saccharose plus élevée (0,146 M).

Fig. 4. — Time-course of rosmarinic acid (AR g.l' 1) production of Salvia officinalis cell cultures on différent
routine média containing0.146 M sucrose.
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Résistance à la déshydratation et à la congélation dans
l'azote liquide d'apex enrobés de vigne (Vitis vinifera L. cv

Chardonnay)

Pascale PLESSIS, Claude LEDDET et Jean DEREUDDRE

Résumé — Une technique de cryoconservation d'apex de vigne (Vitis vinifera L. cv Chardonnay)
est proposée. Les apex des bourgeons axillaires de vitroplants sont d'abord enrobés dans des billes
d'alginate puis précultivés pendant plusieurs jours dans des milieux progressivement enrichis en
saccharose. Les billes d'alginate contenant 1-3 apex sont déshydratées dans un flux d'air stérile,
refroidies progressivement (0,5°C.mn_J) jusqu'à — 80°C et plongées dans l'azote liquide. Après
réchauffement à températureambiante, les apex enrobés sont repiqués sur un milieu contenant du
sérum de veau foetal. Après une précullure progressive jusqu'à I M de saccharose, 24 % des apex
ayant été refroidis à — 196°C ont redonné des vitroplants.

Résistance to dehydrationand to freezing in liquid nitrogen of alginate-coated
shoot-tips of grape vine (Vitis vinifera L. cv Chardonnay)

Abstract — A spécifie cryopreservationprocédurefor axillary shoot-tipsofin vitro plantletsofgrape
vine (Vitis vinifera L. cv Chardonnay) is proposed. Shoot-tips were first trapped in alginate beads
and precultured for several days in média containing increasing concentrations of sucrose. Beads
containing 1-3 shoot-tips were then dehydrated in stérile air-flow, graduai/y cooled (0.5°C.min-1) to
— S0°C and immersed in liquid nitrogen. After thawing in air at room température, shoot-tips were
subculturedon médium supplementedwith bovinefoetal sérum. Plantlet recovery (up to 24%) depended
on the final sucrose concentration in the précullure médium.

Abridged English Version — Grape vine is an economically important species which has
been considered by the I.B.P.G.R. (International Board for Plant Genetic Resources) [1] for
cryopreservation procédures. Micropropagation of Vitis was first successfully obtained by
Galzy [2], and in vitro collections hâve been established for storage of pathogen-free
germplasm. However, grape in vitro plantlets are sensitive to températures below + 8°C
[3]. The procédure established for cryopreservation of pear shoot-tips involving cold-hard-
ening at low température could not be applied. The aim of this paper is to describe a
technique which could replace cold-hardening by preculture in média with increasing sucrose
concentrations.

In vitro plantlets of Vitis vinifera- L. cv Chardonnay were cultured on modified Murashige
and Skoog médium [4] containing 30 g. 1 ~1 sucrose, vitamins and 6 g. 1_ 1 agar (MS
médium). Réactivation of axillary shoot-tips was performed on Barlass and Skene médium
[5] (BS médium) supplemented with 1 % bovine foetal sérum (BFS) [6]. Cuttings and
shoot-tips were maintained in a culture chamber where the température was 23 ± 19C and
the photoperiod 16 hrs. day- 1 with 30 umoles.m~2.s- 1 PAR light.

For cryopreservation,axillary shoot-tips comprising two buds (anticipated and latent buds)
[7], were excised from 7-week-old plantlets and trapped in alginate beads as described
in previous papers ([8], [9]). Encapsulated shoot-tips were precultured in liquid médium
supplemented with sucrose. Two preculturing procédures were used. Direct preculture was
performed by transferring the beads for 2 days to culture médium supplemented with sucrose
at différent concentrations (0.1 to 1.5 M). For progressive preculture, sucrose was added

every 2 days to obtain successively 0.3, 0.5 and 0.75 M, and then every day for furdier
increases in concentration (1, 1.25, and 1.5 M, successively).

Note présentée par Roger GAUTHERET.
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iAfter preculturing, coated shoot-tips were dried under stérile air flow at ambient tempéra-
ture and humidity for 0 to 5 hrs. The moisture content of beads was expressed as a
percentage of fresh weight, and it was determined after desiccation at + 102°C.

After dehj'dration, the beads were transferred into cryobiological vials for freezing. Two
freezing procédures were used: rapid freezing, by direct transfer of vials into liquid
nitrogen, and two-step freezing. In two-step freezing, samples were progressively cooled
(0.5°C.min_1) from +20 to — 80°C before immersion in j liquid nitrogen [10].

After slow rewarming in air, beads containing shoot-tips were transferred on solid BS
médium containing 0.3 M sucrose and 1% BFS, in Pétri dishes, for 7 days. After extraction
from the beads, shoot-tips were transferred on solid new BS médium (0.1 M sucrose and
1% BFS). The results were expressed as a percentage of surviving shoot-tips (apex remai-
ning partially green, two weeks after rewarming), and percentage recovery (percentage of
apices giving new plantlets 3 weeks later).

Résistance to preculture (PL I, Fig. Y).
— Survival of shoot-tips to direct preculture decrea-

sed to less than 16% when the sucrose concentration was higher than 0.75 M. In contrast,
percentage survival remained high (>72%) whatever the final concentration of sucrose, if
sucrose was added progressively.

Résistance to dehydration (PL I, Figs. 2-3). — The résistance of shoot-tips to dehydration
depended also on the preculture (PL I, Fig. 2). After direct preculture with 0.75 M sucrose
and 4 hrs.-dehydration (25% residual water), survival raté was lower than 17%. After
6 days of progressive preculture to the same sucrose concentration, the survival rate after
similar dehydration remained higher than 75%. Shoot-tip recovery was not altered by a
further increase in sucrose content in the preculture médium from 0.75 to 1.5 M (PL I,
Fig. 3).

Résistance to liquid nitrogen (PL I, Fig. 4). — Résistance of shoot-tips to liquid nitrogen
was tested only after progressive preculture (0.3 to 1.5 M) and 4 hrs.-dehydration (20 ±5%
residual water). Two-step freezing yielded better results than rapid cooling. Best survival

was obtained after preculture with sucrose 0.75, 1 and 1.25 M (respectively 19.5, 24.7 and
18.6%) with an optimum of 1 M.

Plantlet recovery after freezing in liquid nitrogen (PI. II, 1-5). — After freezing in
liquid nitrogen, shoot-tips which resumed growth turned green during the second week
after rewarming (PI. II, 1-2), and plantlet recovery occurred during the 2 following
weeks. Plantlet recovery from cryopreserved shoot-tips was drastically improved by the
addition of 1% BFS to the BS médium. Regrowth occurred by the differentiation of
new primordial leaves (PI. II, 3), and the formation of new axillary buds. Subculture of
explants on MS médium lead to the formation of plantlets (PL II, 4-5) which can be
micropropagated. Application of this process gave a recovery rate very close to the survival
rate.

In conclusion, regrowth of alginate-coated Vitis shoot-tips after dehydration and freezing in
liquid nitrogen required progressive preculture in média containing increasing concentrations
of sucrose, a two-step freezing procédure, and a spécial médium for réactivation. Progressive
increase in sucrose concentration was first used in association with low températures for
cryopreservation of Panax gingseng cell suspensions [11]. Prolonged preculture in média
enriched with sucrose may be an alternative to cold-hardening at low temparatures ([8], [9]);
it should be applied to species which are sensitive to low températures.
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Low survival following cooling in liquid nitrogen may be related to physiological différences

caused by the position of shoot-tips along the stem axis and corrélative inhibition induced
by apical dominance [12].

Complementary research is needed to increase the proportion of shoot-tips which résume
growth after cooling in liquid nitrogen.

INTRODUCTION. — L'importanceéconomique de la vigne justifie l'étenduedes recherches
qui lui sont consacrées. Elle est la douzième espèce définie comme prioritaire par
l'LB.P.G.R. (International Board for Plant Genetic Resources) [1].

La technique de microbouturage in vitro mise au point par Galzy [2] fut utilisée
pendant de nombreuses années en association avec la thermothérapie pour permettre
rélimination des viroses. Par cette technique des collections in vitro se sont ajoutées aux
conservatoires naturels. Cependant, l'intérêt de ces conservatoires à moyen terme est
limité : ils nécessitent une main-d'oeuvre importante. De plus, les vitroplants de vigne

• sont sensibles aux températures basses (inférieures à + 8°C) [3] et ne peuvent être
conservés dans des conditions qui inhibent leur croissance in vitro. Les collections ne
sont pas à l'abri d'accidents d'ordre climatique ou pathologique et d'erreurs humaines.
Ainsi, une congélation des apex dans l'azote liquide (— 196°C) permettrait d'assurer une
conservation à long terme des clones exempts de virus, sans risque important de dérive
génétique.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Matériel.
—

Les vitroplants de vigne (Vitis vinifera L. cv
Chardonnay) sont multipliés par microboutures sur un milieu MS de Murashige et
Skoog [4] modifié, comportant 30 g.l- 1 de saccharose, des vitamines et 6 g.l- 1 de gélose
(DIFCO Bacto Agar). Le pH du milieu est égal à 5,7. Les cultures sont maintenues à
23°C (±1°C) avec un éclairement de 16 h (30 umoles.m~2. s" 1 PAR). La réactivation
des apex est réalisée sur le milieu BS de Barlass et Skene [5] en présence de 1 % de sérum
de veau foetal (BFS) [6].

Cryoconservation. — Les apex sont prélevés sur des bourgeons axillaires de vitroplants
âgés de 7 semaines. Ils mesurent environ 0,5 mm et comportent généralement le prompt-
bourgeon et le bourgeon latent [7].

Après enrobage dans de l'alginate de calcium ([8], [9]), les apex sont précultivés en
milieu liquide agité et enrichi en saccharose (0,1 à 1,5 M). La durée de la préculture est
de 48 h lorsque les apex sont placés directement dans le milieu final de préculture. Dans
le cas d'une préculture progressive le saccharose est ajouté par étapes, toutes les 48 h

pour obtenir successivement 0,3, 0,5 puis 0,75 M, puis toutes les 24 h pour atteindre 1,

1,25 et 1,5 M. La précultureprogressive dure ainsi de 2 à 9 jours, selon la concentration
finale en saccharose.

A l'issue de la préculture, les billes sont déshydratées à température ambiante sous
une hotte à flux laminaire. Différentes durées de déshydratationont été utilisées (de 0 à
5 h). Les billes déshydratées sont placées à sec dans des tubes cryobiologiques en
polypropylène puis refroidies rapidement par immersion dans l'azote liquide ou bien en
deux étapes après un premier refroidissement progressif (0,5°C.mn- 1) jusqu'à — 80°C,
température inférieure de quelques degrés à la température de vitrification des billes
déshydratées [10], avant immersion dans l'azote liquide.
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Après 1 h au moins à — 196°C, les échantillons sont réchauffés lentement à température
ambiante. Les apex enrobés sont alors transférés sur le milieu BS gélose à 0,3 M de
saccharose enrichi en BFS (1 %) pendant 7 jours, puis les apex sont extraits des billes et
déposés directement sur le milieu BS (0,1 M de saccharose et 1 % BFS).

La teneur en eau des billes, exprimée par rapport au poids de matière fraîche, est
déterminée après dessiccation (48 h à + 102°C). La résistance des apex est exprimée en
pour cent de survie et de reprise des apex.

RÉSULTATS. — Résistance des apex à la préculture (pi. I, fig. 1). — Lorsque les apex
enrobés sont placés directement en présence de différentes concentrations en saccharose
(préculture directe), les apex ne résistent pas au-delà; de 0,75 M de saccharose. Au
contraire, si la concentration en saccharose dans le milieu de préculture est accrue
progressivement, les taux de survie des apex restent supérieurs à 72 %, quelle que soit la
concentrationen saccharose atteinte (0,3 à 1,5 M).

Résistance des apex à la déshydratation (pi. I, fig. 2 et 3). — La résistance des apex à
la déshydratationdépend également du mode de préculture. Dans le cas d'une préculture

EXPLICATIONSDES PLANCHES

Planche I

Fig. 1. — Effet du mode de préculture, direct (©) ou progressif (O) sur le taux de survie des apex en fonction
de la concentration finale en saccharose dans le milieu de preculture. Les barres verticales représentent les
intervalles de confiance (a= 5 %). ' ;

Fig. 1. — Changes in survival rate (%) ofshoot-tipsprecultured directly (©) or progressively(O) as a function
ofsucrose concentration in preculture médium. Verticalbars represent the confidence interval (a= 5%).

Fig. 2. —
Évolution du taux de survie des apex en fonction de la durée de déshydratation(0 à 5 h) à la suite

d'une préculture directe (G. ) ou progressive (O) avec 0,75 M de saccharose. TEM : apex témoin (non enrobé,
sans préculture). (El), évolution de la teneur en eau des billes. Les barres verticales représentent les intervalles
de confiance (a= 5 %).

i

Fig. 2. — Changes in survival rate of shoot-tips as a function of dehydration duration (0 to 5 lus.) after
direct (©) or progressive (O) preculture with 0.75 M sucrose. TEM: control shoot-tip (no coating, without
preculture). (El), water content of beads during dehydration. Verticalbars represent the confidence interval
(a= 5%).

Fig. 3. —
Évolution du taux de survie des apex soumis à 4 h de \déshydratation (T) en fonction de la

concentrationfinale en saccharose des milieux de préculture (0,3 à 1,5 M) et de la teneur en eau résiduelle
des billes (-£). (A), témoin de préculture. Les barres verticales représentent les intervalles de confiance
(a= 5%).

Fig. 3. — Changes in survival rate ofalginate-coated shoot-tips to 4 hrs.-dehydration (V) as a function offinal
concentration of sucrose in preculture médium (0.3 to 1.5 M) and residual water ofbeads (M). (A), control
ofpreculture. Verticalbars represent the confidence interval (a= 5%).

Fig. 4. — Effets de la concentration finale en saccharose (0,3 à 1,5 M) du milieu de préculture et d'un
refroidissement rapide (©) ou progressif (O) sur le pourcentagede survie (%) des apex à un refroidissement
à la températurede l'azote liquide et de la teneuren eau résiduelledes billes (ES), après 4 h de déshydratation.
Les barres verticales représentent les intervalles de confiance (a= 5%).

Fig. 4. — Changes in survival rate (%) of 4 hrs.-dehydrated alginate-coated shoot-tips to liquid nitrogen after
rapid (©) or two-step (O) cooling as a function offinal concentration of sucrose in preculture médium and
residual water ofbeads (ES). Verticalbars represent the confidence interval (a.= 5%).
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Planche II

Développement d'apex de vigne après congélation dans l'azote liquide. 1 : apex enrobé avant extraction de la

bille (b) montrant le dôme apical (d) et les premières ébauches foliaires (ef). 2 : développement du prompt-
bourgeon (pb) et du bourgeonlatent (bl) après extraction et repiquage sur le milieu BS. 3 : allongement des

ébauches foliaires et formation de l'axe caulinaire. 4 et 5 : formation d'un massif par bourgeonnement
axillaire puis développement d'un vitroplant après repiquage sur le milieu MS.

Development of shoot-tips after freezing in liquid nitrogen. 1: trapped shoot-tips before extraction from beads

(b) showing meristemalic dôme (d) and developingprimordial leaves (ef). 2: regrowth ofanticipated bud (pb)

and latent bud (bl) after extraction and subculture on BS médium. 3: élongation of young leaves and
development of the stem axis. 4 and 5: ramification of the stem by the development of axillary buds and
obtainmentofvitroplant after subculture on MS modifiedmédium.

directe avec 0,75 M de saccharose (pi. l,fig. 2), le taux de survie est inférieur à 17 % au-
delà de 4 h de déshydratation (25 % d'eau). Si la préculture avec 0,75 M de saccharose a
été réalisée progressivement, le taux de survie des apex reste supérieur à 75 % dans les

mêmes conditions de déshydratation. Il diminue ensuite (55 % après 5 h de déshydrata-
tion).

Un comportement similaire (pi. I, fig. 3) a été observé pour des concentrations en
saccharose supérieures (1, 1,25 et 1,5 M). Une durée de déshydratation de 4 h a été

retenue, elle permet une survie de 75 % des apex pour une teneur en eau résiduelle de
20% (±5%), compatible avec une congélation dans l'azote liquide. Au-delà de 4 h de
déshydratation,le taux de survie des apex devient trop faible.

Résistance des apex à la congélation dans l'azote liquide (pi. I, fig. 4). — Deux modes
de refroidissementont été envisagés;un refroidissement directpar immersion dans l'azote
liquide et un refroidissement en deux étapes comportant un prérefroidissement à vitesse
contrôlée. Dans les deux cas les apex ont préalablement été précultivés progressivement

en présence de saccharose (0,3 à 1,5 M), puis déshydratés pendant 4 h. Les apex résistent
mieux à une congélation en deux étapes qu'à une immersion directe dans l'azote liquide.
Les apex précultivés jusqu'à 0,75, 1 et 1,25 M ont présenté des taux de survie similaires
de 19,5, 24,7 et 18,6 % respectivement.Pour une concentrationfinale de saccharose moins
importante (0,5 M) ou plus élevée (1,5 M) les taux de survie sont faibles (respectivement
4,4 et 10,5%) et non significativementdifférents de ceux obtenus lors d'une congélation
directe (comparaison des fréquences a= 5 %, test t).

Reprise des apex après congélation dans l'azote liquide (pi. II, 1-5). — Après congélation
dans l'azote liquide, la survie des apex se manifeste 1 semaine après le réchauffement

par un reverdissement des parties méristématiques (pi. II, 1-2). Les tissus de la base de
l'apex se sont nécrosés après l'étape de déshydratation. La reprise ultérieure des apex
survivants intervient dans le mois qui suit l'extraction de l'apex hors de la bille.

Dans les expériences préliminaires, les apex survivants étaient placés sur les milieux
BS géloses contenant successivement0,3 puis 0,1 M de saccharose. Sur 36 apex survivants,

un seul avait redonné un vitroplant. L'addition de BFS (1 %) dans les milieux de
réactivation et l'apport régulier de milieu liquide enrichi en BFS (1 %), permet la reprise
d'un grand nombre d'apex. La reprise se manifeste par l'apparition des premières feuilles,
l'allongement de la tige (pi. II, 3); et la différenciation de bourgeons axillaires dont le

développement conduit à la formation d'une structure ramifiée. Ce massif repiqué (entier

ou fractionné), sur le milieu bouture redonne des vitroplants (pi. II, 4-5).
De cette façon, les taux de reprise des apex après déshydratation (72 %) et après

congélation (25 %) sont presque similaires aux taux de survie (respectivement68 et 23 %).
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DISCUSSION. — La régénération de plantules de vigne (Vitis vinifera L. cv Chardonnay)
a été obtenue après une congélation des apex dans l'azlote liquide. Elle a nécessité un
enrobage des apex, une augmentation graduelle de la concentration en saccharose du
milieu de préculture, une déshydratation des apex et un; refroidissement en deux étapes
jusqu'à la températurede l'azote liquide.

La reprise du fonctionnement apical puis l'obtention de plantules sont favorisées par
l'addition de sérum de veau foetal dans les milieux de réactivation. Ce composé favorise
la reprise du bourgeonnement axillaireet inhibe la formationde composésphénoliques [6].

Pour certaines espèces comme le Poirier, la résistance des apex à l'azote liquide est
obtenue après un endurcissement des vitroplantsà basse température [8]. Une augmenta-
tion graduelle de la concentrationen saccharose associée;à une baisse de la température
permet d'obtenir un endurcissement de suspensions cellulaires de Panax ginseng [11] qui
résistent ensuite à la congélation dans l'azote liquide. Chez la vigne qui ne tolère pas les
basses températures lorsqu'elle est cultivée in vitro, l'augmentation progressive de la
concentrationen sucre dans le milieude préculturepermettraitd'obtenir l'endurcissement.
Un prérefroidissement lent jusqu'à — 80°C permet d'améliorer la résistance à une congéla-
tion dans l'azote liquide. Cependant, les taux de survie restent faibles (25 %); ils pourraient
être dus à l'existenced'un gradient physiologique le long de l'axe feuille du vitroplant [12].

La technique mise au point pour les apex de vigne pourrait être appliquée aux autres
espèces ligneuses sensibles au « chilling », principalement celles originaires des régions
chaudes, et qui ne peuvent être endurcies in vitro.

.
Cependant des études complémentaires sont nécessaires afin d'améliorer les taux de

survie et de reprise des apex après la congélation.

Note remise le 7 août 1991, acceptée le 21 août 1991.
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Obtention par réaction de polymérase en chaine (PCR) du
gène rbcL de la Scrophulariacée holoparasite Lathraea
clandestina L. Comparaison avec Digitalis purpurea L.
autotrophe et Melampyrumpratense ~h. hémiparasite

Patrick THALOUARN et Serge RENAUDIN

Résumé — L'ADN des amyloplastes de Lathraea clandestina L., Scrophulariacée holoparasitea
été extraitet purifié. En utilisantla technique d'amplificationde séquencesspécifiquespar la réaction
de polymérase en chaîne (PCR), de nombreuses copies d'un fragment représentantprès des neuf
dixièmes de la partie codante du gène rbcL ont été obtenues. La même technique a été utilisée avec
l'ADN chloroplastiquede Tabac et de deux autres Scrophulariacées la Digitale autotrophe et le
Mélampyre hémiparasite. La longueurdu fragment, synthétisé à partir de deux amorces représentant
de courtes séquences identiques chez le Tabac, l'Épinard et le Maïs, s'est révéléeêtre la même chez
chacune des espèces étudiées. En digérant ce fragment par les endonucléases BamHI et Kpnl, on
peut constater que les sites de restriction ont la même localisation dans les quatre cas. Avec
Pendonucléase PstI des profils de restriction différents sont obtenus chez Mélampyre et Lathraea.
Ces résultats confirment donc notre précédente observation quant à la présence du gène rbcL dans
le génome plastidial de Lathraea, plante dépourvue de chlorophylle. Ils montrent en outre que
malgré le mode de vie parasite ce gène a conservé plusieurs caractéristiques communes avec ceux
des plantes autotrophes comme la Digitale et le Tabac bien que quelques différences apparaissent
cependant entre les trois Scrophulariacéesétudiées. Une étude de la séquence obtenue par la réaction
de polymérase en chaîne permettra de déterminer plus précisément l'importancedes variations du
gène rbcL en fonction du degré d'hétérotrophiede la plante considérée.

Polymérase chain reaction évidence of the rbcL gène in the Scrophulariaceae
holoparasiteLathraea clandestina L. Comparison with the autotroph Digitalis

purpurea L. and hemiparasite Melampyrum pratense L.

Abstract —
Amyloplastid DNA was extractedfrom the Scrophulariaceae holoparasite Lathraea

clandestina L. and then purified. An rbcL gène amplificationwas performed using polymérase chain
réaction. Two régions of well conservedséquences in Tobacco, Spinach and Maize rbcL gène hâve
been used as primers. PCR yields a séquence of about 1,230 base pairs, almost nine tenths of the
rbcL coding région. Identicai results were obtained with plastid DNAsfrom Tobacco and two other
speciesofScrophulariaceae: the non-parasiticDigitalis purpurea L. andthe hemiparasiteMelampyrum
pratense L. PCR products were digestedwith BamHI restriction enzyme and no changes were shown
in the localization of the restriction site whatever the species assayed. Identicai restriction patterns
were also observedwith Tobacco and Digitalis PCR products restricted with PstI and Kpnl, whereas
Melampyrum and Lathraea exhibited a différent restriction pattern with PstI. So, despite slight
différences, some analogies between Lathraea and Digitalis or Tobacco gène were evidenced. Cloning
and sequencing of thèse PCRproductscouldgive a more accurate response to the following question:
to what extent hâve changes occurred in the rbcL gène in a plant which lacks chlorophyll?

AbridgedEngtish Version — In a previous study, a weak ribulose bisphosphate carboxj'lase
(Rubisco) activity was detected in the Scrophulariaceae holoparasite Lathraea- clandestina L.
[1]. Using immunochemicalmethods, both subunits of Rubisco were detected in an emryma-
tic extract of the tissues of Lathraea [2]. More recently, rbcL gène encoding for the large
subunit was evidenced in the plastid DNA of this plant which lacks chlorophyll [3]. This

was performed using a BamHI fragment of Tobacco plastid DNA as heterologous probe.

However, the dot-blot hybridization signais were seen more intensive when plastid DNAs
from chlorophyllous plants h)rbridized with the probe.

It was recently reported that the plastid génome of Epifagus virginiana, an Orobanchaceae
holoparasite, has lost most, if not ail, of the chloroplast gènes for photosynthesisand espacially

Note présentée par Serge RENAUDIN.
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the rbcL gène [4]. So our aim was to give new évidence of the rbcL gène in the amyloplast
DNA of Lathraea and to compare it with the gène of the hemiparasiticMelampyrum arvense
L. (cow-wheat) and the autotrophic Digitalis purpurea L. (fox-glove). This was performed
using DNA amplification by polymerase-chainreaction, a technology of récent application in
plant molecular biology [5].

METHODS. — Préparation of chloroplasl and- amyloplast DNAs. — They were performed

as previously described [3].

Primers design. — Two régions of well conserved séquences in Tobacco [6], Spinach [7]

and Maize [8] rbcL gène hâve been used as primers

(rbA): 5' G CTT ATG TCA CCA GAA ACA GA
î

. .beginning of the coding région

(rbB): 5' ATG TCC TAA AGT TCC TCC ACC
î î
1227 pb 1207pb

Coding and non-coding régions of the rbcL gène, various restriction sites [9], and localization
of the primers rbA and rbB are shown in Figure 1.

DNA amplification by PCR. — The volume ofthe reaction mixture was 100 pi, containing
500 ng of DNA, 2.5 mM MgCl2, 50 mM KC1, 10 mMJ tris-HCl pH 8.3, 60 pM of each
nucleotide, with 1.25 unit Taq DNA polymérase, and 100 pmol of both primers, completed
with an oil overlay. DNA amplification was conducted in a thermal cycler (Hybaid, U.K.)
according to the following programme: a first denaturation step without Taq DNA polymé-

rase, 94°C for 10 min. Then 35 cycles were performed each including the denaturation

step, 94°C for 45 sec; the annealing step, 47°C for 1 min.; the extension step, 72°C for
3 min. The last cycle was followed by 10 min. at 72°C. Amplification products were
visualized on 1.5% agarose gel with ethidium bromide.

Restriction patterns of amplification products. — PCR products were digested directly by
endonucleases or following séparation from gel with Gène Clean (Bio 101). Restriction
fragments were visualized on 1.5% agarose gel with ethidium bromide.

RESULTS. — rbcL amplification by PCR (Fig. 2). — After DNA amplification of the
Tobacco and Scrophulariaceae plastid génomes, amplified fragments of about 1,230 base pairs

were obtained. Taking primer localizations on the rbcL! gène into account this resuit was
expected. A Tobacco rbcL probe (Fig. 1) hybridizes quite strongly with the amplification
products whereas controls remain without coloration (data not shown).

Digestion of PCR products (Fig. 3). — Identicai results were obtained with Tobacco and
Digitalis for the three endonucleases used (BamHI, PstI, Kpnl) whereas Melampyrum and
Lathraea exhibited a différent restriction pattern with PstI.

DISCUSSION. — Among the results related above, some points should be underlined:

— no différence was observed between Tobacco and Digitalis PCR products, probably
because Scrophulariaceaeare closely related to Solanaceae.

— In the plastidial génome of Lathraea, the rbcL gène was shown not to be very différent
from those of Digitalis and Tobacco:

— Two 21 mer séquences of Tobacco gène used as primers hybridize with the gène of
Lathraea.

— Ail the PCR products were of the same size.

— Identicai localization of BamHI and Kpnl restriction sites on the gène were shown.
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Thèse findings are in good agreement with the previous démonstration of a Rubisco activity
in the tissues of Lathraea [1].

The restriction patterns after digestion by PstI were shown to be différent but this cannot
be linked yet with the parasitism of Lathraea. Whatever that may be, it makes a great
différence from the extensive changes observed in the plastid génome of Epifagus, member
of the Orobanchaceae, a family of holoparasitic angiosperms which was derived from the
Scrophulariaceae ([10] to [13]).

Cloning and sequencing the amplified rbcL from the three Scrophulariaceaestudied could
give a more accurate response to the following question: to what extent hâve changes occurred
in a gène encoding for LSU of Rubisco in a plant which lacks chlorophyll?

INTRODUCTION. —
Après avoir démontré chez une Scrophulariacée holoparasite

dépourvue de chlorophylle, Lathraea clandestina L., l'existence d'une très faible activité
in vitro de la ribulose-bisphosphate carboxylase (Rubisco) [1], nous avons mis en évidence

une identité antigénique au moins partielle des deux sous-unités de la Rubisco avec celles
de l'Épinard [2]. Par la suite, en utilisant une sonde contenant le gène rbcL qui code

pour la grande sous unité de la Rubisco (LSU) de Tabac, des hybridations avec l'ADN
amyloplastique de Lathraea ont pu être réalisées [3]. Des résultats positifs d'hybridation
ont aussi été obtenus avec l'ADN chloroplastique de deux autres Scrophulariacées, la
Digitale autotrophe et le Mélampyre hémiparasite. Ainsi, il nous a été possible de
conclure que le gène rbcL a été observé dans l'ADN plastidal des trois Scrophulariacées
étudiées, même chez l'holoparasite. Toutefois ces simples hybridations en dot-blot ne
fournissent pas d'indications précises sur le degré de conservation du gène lorsque les
végétaux sont affectés par le parasitisme. Cette question n'est pas superflue car nous
avons noté que l'hybridation de la sonde avec l'ADN amyloplastique de Lathraea est
moins intense qu'avec les ADN chloroplastiques des autres plantes [3]. De plus, l'absence
du gène rbcL dans le génome de YOrobanchaceae holoparasite, Epifagus virginiana L.
incite à vérifier par plusieurs approches sa présence chez Lathraea [4].

Aussi, nous avons cherché à apporter de nouvelles preuves de l'existence du gène rbcL
dans le génome plastidial de Lathraea. Nous avons tenté d'obtenir de nombreuses copies
de ce gène, tel qu'il existe chez les plantes étudiées, en utilisant l'amplification de séquences
spécifiques par la réaction de polymérase en chaîne (PCR), technique d'application très
récente en biologie moléculaire végétale [5]. Ceci dans le but de comparer la longueur
totale et les profils de restriction de la séquence amplifiée chez chacune des trois
Scrophulariacéesétudiées.

MATÉRIELET MÉTHODES. — 1 .Matériel végétal. — Lathraea clandestina est récoltée dans
l'enceinte de la Faculté des Sciences de Nantes. La Digitale et le Mélampyre sont récoltés

aux environs de Nantes au mois de juin. La plante de référence, le Tabac est produite
dans le jardin botanique de la Faculté.

2. La préparation de fractions plastidiales, l'extraction et la purification de l'ADN
plastidial ainsi que la préparation de la sonde rbcL fournie par le Dr Shinozaki (Nagoya
University, Japon) ont été décrites dans une publication précédente [3].

4. Choix des amorces pour l'amplification par PCR. — Nous avons recherché dans la
partie codante du gène rbcL deux régions où les séquences paraissent conservées sans
être séparées par une distance supérieure à 1,5 kb, considéréecomme la limite supérieure
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Fig. 1. — Représentation du gène rbcL de Tabac. La région codante est en trait épais, les amorces (rbA et
rbB) sont figurées par des flèches. Les chiffresentre parenthèses indiquent la position par rapport à l'extrémité
codante en 5'. Le fragment pTBI est représenté par un trait discontinu.

Fig. 1. — Diagram of the rbcL gène of Tobacco. The coding région is indicatedby a thickenedUne, primers are
marked by horizontal arrows (rbA and rbB). Numbers in parenthèses indicaleposition in relation to coding
end at 5'. pTBI fragment is indicatedby a broken Une.

pour obtenir des résultats positifs avec l'amplification par PCR. Après étude de la
séquence complète du gène chez le Tabac, l'Épinard et le Maïs ([6], [7], [8]) notre choix
s'est porté sur les deux séquences suivantes pour les amorces :

5' G CTT ATG TCA CCA CAA ACA GA (amorce rbA)
î
extrémité 5' de la partie codante idu gène rbcL

5' ATG TCC TAA AGT TCC TCC ACC (amorce rbB)
î \ î
à 1 227 pb à 1 207 pb
de l'extrémité 5' de l'extrémité 5'
de la partie codante ] de la partie codante
du gène rbcL de Tabac du gène rbcL de Tabac

Le choix de telles amorces laisse prévoir qu'après amplification par PCR du gène rbcL
de Tabac de nombreuses copies d'un fragment de 1 231 paires de bases seront obtenues.
Le fragment pTBI de Shinozaki et Suguira [6] utilisé comme sonde rbcL, les parties
codantes et non codantes du gène, les amorces choisies pour la PCR, le fragment amplifié
ainsi attendu et les sites de restriction BamHI, PstI et Kpnl présents sur la partie codante
du gène [9] sont représentés sur la figure 1. Les amorces; ont été construites en utilisant
un synthétiseur d'oligonucléotides (applied biosystem, 381 A).

5. Amplification du DNA par PCR. — Elle s'effectue dans un volume réactionnel de
100 pi contenantenviron 500 ng du DNA à amplifier, Mg Cl2 à 2,5 mM, KC1 à 50 mM,
Tris-HCl pH 8,3 à 10 mM, 60 uM de chaque nucléotide, environ 100 pmoles de chacune
des deux amorces et 1,25 unités de Taq DNA polymérase (Perkin-Elmer). Un témoin
« eau », c'est-à-dire sans ADN, est réalisé. Le tout est recouvert d'une goutte d'huile
minérale.

L'amplification est réalisée dans un appareil à température programmée (Hybaid) selon
le programme suivant : —10 mn de denaturation à 94°C (sans la Taq DNA polymérase)

— puis 35 cycles comprenant : 45 s de denaturation à 94°C, 1 mn d'hybridation à 47°C
puis 3 mn de polymérisation à 72°C. Le dernier cycle se poursuit par 10 mn à 72°C.

Les produits de l'amplification sont visualisés après electrophorèse sur gel d'agarose à
1,5 % puis coloration au bromure d'éthidium. Des contrôles ont aussi été effectués grâce
à des hybridations en dot-blot de ces produits avec la sonde rbcL.

6. Profils de restriction des produits de la PCR. — Si nécessaire les produits de
l'amplification, visualisés sur gel d'agarose à 1,5 %, sont purifiés en découpant la bande
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Fig. 2. - Electrophorèsesur gel d'agarose à 1,5% des produits de la PCR : pistes I et 6, marqueurs de taille
d'ADN : lambda/Hind III, pBR 328/Bgl I, pBR 328/Hinf I; pistes 2 à 5, produits PCR de Tabac, Digitale,
Mélampyreet Lathraea; piste 7, témoin PCR à partir d'ADN mitochondrial de levure; piste 8, témoin PCR

sans ADN.

Fig. 2.
— PCR products electrophoresedin 1.5% agarose: lanes 1 and 6, DNA molecular weight markers:

lambdalHind III, pBR 32%IBg\ I, pBR 328/Hinf I; lanes 2-5, PCR products of Tobacco (2), Fox-gloves (3),
Cow-wheat (4) and Lathraea (5); lane 1, control: PCR of yeast mitochondrialDNA; lane 8, control: PCR
without DNA.

de gel correspondant au gène amplifié puis en séparant l'ADN de l'agarose à l'aide du
kit Geneclean II (BIO 101).

L'ADN est digéré en petit volume par les endonucleases BamHI, PstI ou Kpnl
conformément aux prescriptions du fournisseur. Les produits de la digestion sont visuali-
sés après electrophorèse sur gel d'agarose à 1,5 % et coloration au bromure d'éthidium.

RÉSULTATS. — 1. Comparaison des produits de l'amplification par PCR (fig. 2). —

L'amplification par PCR des ADN plastidiaux du Tabac et des trois Scrophulariacées
produit dans chaque cas des fragments d'une taille apparemment identique, de l'ordre
de 1 230 paires de bases, conformément à ce qui était attendu, pour le Tabac, compte
tenu du choix des deux amorces. L'ensemblepBR 322-insert pTBI ne permet pas d'obtenir
un tel produit, ce qui constitue un résultat logique puisque l'insert pTBI, ne contient
qu'une seule des deux séquences amorces utilisées (fig. 1). Dans tous les cas où un
produit de 1 230 pb a été obtenu, l'hybridation de type dot-blot avec la sonde rbcL
conduit à une réaction très intense; les témoins sont négatifs (résultat non publié).

2. Digestion des produits de l'amplification par trois enzymes de restriction (fig. 3). —

Les résultats des trois digestions réalisées sont identiques chez le Tabac et la Digitale.
L'hémiparasite Mélampyre présente le même profil de restriction avec BamHI et Kpnl,
mais son profil avec PstI est différent. Les sites de restriction sur les produits PCR de
Mélampyre et de Lathraea ont la même localisation.
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Fig. 3. - Electrophorèse sur gel d'agarose à 1,5% des produits de la PCR après digestion : pistes 1 et 12,

marqueurs de taille d'ADN : lambda/Hind III, pBr 328/Bgl I, pBR 328/Hinf I; pistes 2 à 5, produits PCR
Tabac digérés par BamHI(2) PstI (3) Kpnl (4) non digéré (5); pistes 6 à 8, produits PCR de Digitale digérés

par BamHI (6) PstI (7) Kpnl (8); pistes 9 à 11, produits PCR de Mélampyre digérés par BamHI (9) PstI
(10) Kpnl (11) (triangles); pistes 13 à 15, produits PCR de Lathraea digérés par BamHI (13) PstI (14) Kpnl
(15) (flèches). Les chiffres de droite indiquent la taille des fragments de digestion (en paires de bases); ceux
de gauche correspondent aux marqueurs de taille.

Fig. 3. — PCR products digested and electrophoresed in 1.5% agarose: lanes 1 and 12, DNA molecular weight
markers: lambda/Hind III, pBR 328/SgI /, pBR 328/Hinfl; lanes 2-5 Tobacco digested with BamHI (2) PstI
(3) Kpnl (4) non-digested (5); lanes 6-8, Fox-glove products digested with BamHI (6) PstI (1) Kpnl (8); lanes

9-11, Cow-wheat digested with BamHI (9) PstI (10) Kpnl (11); lanes 13-15, Lathraea digested with BamHI
(13) PstI (14) Kpnl (15). Numbers on the right indicate molecular weight of digestion fragments (as base

pairs); those on the left correspondwith DNA molecular weight markers.

DISCUSSION. CONCLUSION. - L'obtention de produits de même taille après amplification

par PCR démontre bien l'existence dans le génome plastidial des trois Scrophulariacées
étudiées du gène codant pour la grande sous-unité de la Rubisco. Il y a donc une
confirmation dépourvue d'ambiguïté des simples hybridations en dot-blot observées entre
la sonde hétérologue (fragment pTBI du gène rbcL de Tabac) et les ADN plastidiaux de

ces trois plantes [3]. C'est notamment le cas pour l'ADN amyloplastiquede l'holoparasite
Lathraea qui présentait avec cette technique une réaction d'hybridation moins intense

que celles des ADN chloroplastiques de la Digitale et du Mélampyre.
Les résultats exposés dans la présente Note permettent donc d'ébaucherune comparai-

son du gène chez ces plantes appartenant à la même famille mais affectées ou non par le
parasitisme.

Il faut tout d'abord noter que dans ce travail, encore préliminaire, aucune différence
n'a été observée entre le Tabac et la Digitale. C'est d'ailleurs parce que les familles
respectives, Solanacées et Scrophulariacées, sont proches du point de vue évolutif que
nous avons utilisé le Tabac comme plante témoin. En ce qui concerne Lathraea, plusieurs
arguments permettent d'affirmer qu'au sein de son génome plastidial le gène rbcL a été
relativement bien conservé :

— la réalisation d'une hybridation avec les deux amorces formées chacune de
21 nucléotides et correspondant à des séquences bien conservées du gène chez d'autres
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végétaux; ce qui indique que ces séquences sont identiques ou peu modifiées chez
Lathraea.

— l'obtention d'un fragmentamplifié de même longueur que ceux fournis par l'amplifi-
cation des gènes de Tabac et de Digitale, ce qui constitue une nouvelle analogie.

— la conservation au même endroit que sur le gène rbcL de Tabac de certains sites

de restriction telle site BamHI et le site Kpnl (fig. 1), puisque la digestion par BamHI

a donné deux fragments d'environ 770 et 460 pb alors que par Kpnl les fragments
obtenus sont longs d'environ 1 000 et 240 pb.

Les analogies soulignées avec les autres plantes considérées suggèrent que le gène rbcL

non seulement s'est maintenu au sein du génome de Lathraea mais aussi qu'il y a été

assez bien conservé ce qui s'accorde d'ailleurs avec la mise en évidence d'une activité
Rubisco, certes très faible [1]. Toutefois, sur les gènes rbcL de Mélampyre et de Lathraea,
le site de restriction PstI est différent, ce qui suggère que la séquence d'environ 1 230
paires de bases a subi quelques modifications. Mais les observations réalisées sont encore
trop fragmentaires pour affirmer que ces modifications sont à mettre en relation avec le

mode de vie parasitaire.
Chez d'autres plantes parasites, la présence du gène rbcL dans l'ADN total de deux

Cuscutes dont l'une contient très peu de chlorophylle a été récemment démontrée [10].

Mais chez une véritable holoparasite, l'OrobanchacéeEpifagus virginiana, dépourvue de
chlorophylle comme l'est aussi Lathraea, il a été démontré que le gène rbcL a disparu
d'un génome plastidial lui même très réduit par rapport aux autres exemples connus ([4],

[11], [12]). Si d'un point de vue évolutif, les deux familles respectives, Orobanchacées et
Scrophulariacées sont considérées comme très proches, il faut noter que la première ne
regroupe que des plantes holoparasites [13]. Cela pourrait s'expliquer par une évolution
plus ancienne ou plus marquée vers le parasitisme pouvant alors s'accompagner d'une
forte détériorationde son ADN plastidial.

Lathraea constitue donc un cas intéressant, celui d'une plante dont le génome plastidial
pourrait ne pas avoir été dégradé par le mode de vie holoparasite. C'est pourquoi il
convient d'en étudier plus attentivement la structure et l'expression. Mais avant tout, et
cela grâce aux produitsPCR obtenus, nous nous proposonsde comparerplus précisément
la séquence du gène rbcL chez les trois Scrophulariacées, autotrophe, hémiparasite et
holoparasite, que nous avons choisies comme exemples.

Note remise le 15 juillet 1991, acceptée après révision le 19 septembre 1991.
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Immunologie/Immunology
(Virologie/Virology)

Une immunisation orale et parentérale avec l'immunosome-
VIH induit une sécrétion d'IgA spécifique du VIH-1 dans la

salive et la production d'IgA circulants chez la souris
et le lapin

Lise THIBODEAU,Céline TREMBLAY et Lise LACHAPELLE

Résumé — Dp VIH, étant principalement transmis par contacts sexuels, l'inductionpar un vaccin
d'une immunité mucosale par des IgA sécrétoires,peut s'avérer être nécessaireà la protection. Nous
avons vérifié l'hypothèse selon laquelle des contacts répétés des muqueuses buccales avec les
Immunosomes-VIH pourraient induire une réponse immunitaire locale par la production d'IgA
sécrétoires dans la salive et également, si une telle immunisation était capable de sensibiliser le
système immunitaire à une réponse systémique précoce suite à une immunisation parentérale avec
une faible dose d'antigène. Des IgA spécifiques de la gp 160 du VIH-1 ont été détectés dans la
salive de tous les lapins dont les muqueuses buccales avaient été mises en contact avec l'antigène.
Des titres très élevés d'anticorps IgA, IgM et IgG ont été détectés dans le sérum des souris et des
lapins qui avaient reçu une immunisation orale, aussi tôt qu'une semaine après une immunisation

par voie parentérale.

Oral priming followedby parenteral immunization with HIV-immunosomes induce
HIV-1-specifïc salivary and circulatory IgA in mice and rabbits

Abstract — Given the sexual transmission ofHIV, the establishmentofa génital mucosal immunity
through secretory IgA may be necessary to achieve protection. We bave investigated if repeated
stimulations of oral mucosa with HW-Immunosomeswould lead to the production ofsecretory IgA in
saliva and also, if such an oral immunization could prime the immune System to an early systemic
immune responsefollowing a parenteral immunisationwith a low dose of the antigen. HIV-l gp 160-
specific secretory IgA were detected in the saliva of ail rabbits orally immunized with HIV-
Immunosomes. As early as one week after the parenteral immunization, high titers of sérum IgA,
IgM and IgG were detected both in mice and rabbits that had been orally stimulated with the
antigen. Thèse antibodies could neutralize HIV infectivity in vitro. Animais that were immunized
only parenlerally showeda very weak humoral immune response.

Abridged English Version — The principal way by which infectious agents gain access to

an organism is through mucosal membranes. The principal immunoglobulin isotype produ-
ced by plasma cells, and exported in sécrétions such as saliva, colostrum, genito-urinary and
gastro-intestinal sécrétions, is secretory immunoglobulinA (s-IgA)[l]. A large number of
studies hâve shown a strong corrélation between the levels of spécifie s-IgA and protection
from infection by microorganisms that hâve a tropism for mucosal tissues or use them to
gain access to other targets in the host([2]-[5]).

It is reasonable to think that the présence of HIV-specific s-IgA at the génital and
colorectal mucosae could hâve a protective effect against sexual transmission of the virus. It
would thus be highly désirable that in addition to the induction of a humoral and cell-

mediated immune responses, an anti-HIV vaccine be able to provide mucosal immunity
through its capacity to induce secretory IgA.

In previous studies on the immunogenicity of isolated membrane glycoprqteins of three
envelopedviruses, alone, or in the form of Immunosomes (an Immunosome is a gl\ _oprotein-
coated liposome), we hâve shown that the présentation of the antigen as a particle is much

more immunogenic than équivalent amounts ofthe protein given alone ([8]-[13]). Parameters

Note présentée par Raymond DAUDEL.
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such as antigen présentation and route of immunisation play a determining rôle in the
induction of a systemic immune response and mucosal immunity[14].

The objective of this study was to détermine if repeated stimulation of oral mucosa with
HIV-Immunosomes (HIV-IMS) would lead to the differentiation of résident B-lymphocytes
into IgA plasma cells that produce s-IgA spécifie to the antigen. The second objective was
to verify if this type of immunizationcould prime the immune System for a s)'stemic antibody
production following a parenteral administtation of a sub-immunizing dose of the antigen.

Oral mucosae of two groups of 10 mice were stimulated with HIV-IMS by introducting
100 ul of the antigen (100 Ug/ml) into die mouth of the animais, one drop at a time. This
was repeated 6 times over a 3-week period. Saliva samples were collected 2 days following
the last oral immunization by a wash of the oral cavity widi 100 {.il of phosphate buffered
saline (PBS). Three weeks later, mice were given 10|Jg of HIV-IMS by the intraperitoneal
and intramuscular routes. Another group of 10 mice were immunized only parenterally with
the same amount of HIV-IMS. A sérum sample from each mouse was collected one week
later. Saliva and sérum IgA levels were titrated by an enzyme-linked-immunosorbentassay
(ELISA) in 96-well plates coated with inactivated HIV-1 particle[10].

It was not possible to demonstrate significant titres of salivary IgA in mice because of the
diffïculty encountered in the collection of their saliva. However, oral immunization was
highly efficient in priming the immune System to a vigorous humoral immune response,
including IgA, following a low dose of parenterally administered HIV-IMS. As shown in
Table I, sérumIgA titres vary between 1/800 and 1/6,400; for a mean value of 1/3,000, and
IgM plus IgG titres stand between 1/25,000 and 1/819,200. In addition, ail thèse sera
could neutralize HIV infectivity at a dilution of 1/80. Animais that were immunized only
parenterally did not develop salivary or circulatory IgA, with the exception of one animal
that shows sérum IgA titre of 1/400. Sérum IgM plus IgG titres stand between 1/100 and
1/400. No neutralizing antibody could be detected in this group.

Groups of 6 rabbits were orally immunized using the same technique as the one used for
mice, except that 50 pg of HIV-IMS was applied on oral mucosa. Saliva samples were
collected 2 days after the last oral immunization. IgA titres in saliva were evaluated by
ELISA using peroxidase-conjugated goat anti-rabbit IgA. Only animais orally immunized
with HIV-IMS demonstrated the présence of HIV-1 gp;160-specific s-IgA in saliva, with
titres ranging from 1/20 to 1/1,024 (Table II). Rabbits were dien immunized intradermally
with 20 Ug of HIV-IMS and sérum samples were collected 1 week later. Ail animais that
had been orally immunized developed gp 160-specific circulatory IgA, the titres of which

vary between 1/80 and 1/5,120. Sérum IgG titres range from 1/160 to 1/20,480
(Table III). Ail thèse sera could neutralize HIV infectivity at a dilution of 1/40. As it
shown in Table III, rabbits parenterally immunized without previous oral stimulation did

not develop salivary or sérum IgA and the IgG titres range between 1/40 and 1/160. Thèse

sera showed no neutralizing activity.

We hâve tested die hypothesis according to which repeated contacts of the oral mucosa
with HIV-IMS could induce a local immune response through s-IgA. HIV-l-gp160-specific

secretory IgA were detected in the saliva of ail rabbits that were orally immunized with
HIV-IMS. The high titres of IgG plus IgM that were detected as early as one week after
parenteral immunization, in both mice and rabbits, is indicative that the oral immunization
had primed die animais to an early response to a second encounter with the antigen.
Moreover, sérum IgA titres were very high in both expérimental animais, if one considers
that lower levels of IgA relative to IgG or IgM are produced in response to antigen
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stimulation[1]. It is important to note that non-replicating antigens do not generally induce
circulatory IgA [15]: long-life antigen are required for the induction of sérum IgA

response[16]. That the in vivo half-life of Immunosomes is longer than that of the isolated

protein is supported by previous observations in which neutralizing antibodies were still

sharply rising 30 days after the last of a 2-injection immunization with rabies-Immu-
nosomes[13].

The fact that s-IgA could be detected only in the saliva of animais that were orally

stimulated with the antigen, and not in the saliva of those parenterally immunized, suggests
that, in order to achieve mucosal immunity, a formulation suitable for topical application to

mucosa should also be developed for the HIV vaccine. Immunosomes appear to be efficient
both in parenteral administration and local application.

INTRODUCTION. - La principale voie d'infection utilisée par la majorité des microorga-
nismes est constituée par les membranes mucosales. Cette observation souligne l'impor-
tance de la barrière immunitaire qui existe à ce niveau [1]. L'isotype principal produit
par les plasmocytes, et transporté dans les sécrétions séro-muqueuses telles que la salive,
le colostrum, le lait, les sécrétions trachéo-bronchiques, génito-urinaires et gastro-intesti-
nales, correspond aux immunoglubulinesA sécrétoires (s-IgA)[l]. De nombreuses études
démontrent sans équivoque qu'il existe une forte corrélation entre la quantité de s-IgA
spécifiques et la protection contre une infection par les microroganismes qui ont un
tropisme pour les muqueuses ou qui empruntent cette voie pour avoir accès à d'autres
cibles dans l'organisme ([2]-[5]).

Une étude de transmission expérimentale du SIV par voie génitale, effectuée chez le

macaque mâle et femelle, suggère qu'une lésion au niveau des muqueuses n'est pas
nécessaire pour que le virus soit transmis [6]. Ainsi, il est raisonnable de penser que la
présence de s-IgA spécifique du HIV au niveau des muqueuses génitales et colorectales
pourrait avoir un effet de protection contre la transmission sexuelle du virus.

Archibald et coll. [7] ont examiné les échantillons de salive de cinq volontaires séronéga-
tifs adultes vaccinés avec la gp 160 du VIH-1, produite par recombinaison génétique du
baculovirus, pour vérifier la présence de s-IgA. Un seul échantillon sur cinq possédait
des anticorps qui réagissait faiblement avec la gp 160/120 par immuno-empreinte. Les
études que nous avons effectuées sur l'immunogénicité de glycoprotéines purifiées de
trois virus enveloppés, seules ou présentées sous forme d'Immunosomes, ont montré que
la présentation de l'antigène sous la forme d'une particule était beaucoup plus immuno-
gène qu'une quantité équivalente de protéine purifiée seule ([8]-[13]).

Des paramètres tels que la présentationde l'antigène, la voie d'immunisation, la dose
et le protocole d'immunisation jouent un rôle déterminant dans l'induction par un
vaccin d'une réponse immunitaire systémique et d'une immunité mucosale par des IgA
sécrétoires[14]. Nous avons donc voulu vérifier si des stimulations répétées des muqueuses
buccales avec l'Immunosome-VIH, induiraient une différenciation des lymphocytes B,
présents dans les couches plus profondes, en plasmocytes d'IgA, qui produiraient des s-
IgA spécifiques de l'antigène et qui seraient sécrétées dans la salive. Notre deuxième
objectif a été de vérifier si ce type d'immunisationétait capable de sensibiliser le système
immunitaire à une réponse systémique spécifique de l'antigène, suite à une immunisation
parentéraleavec une dose sub-immunisante.
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TABLEAU I
Réponse humoraleà une immunisation orale suivie d'une immunisation parentérale

avec l'immunosome-VIH-1 chez la souris.
Humoral responseafter oral andparenteraladministration

ofHIV-IMS to mice.

Titre dés anticorps spécifiques
du HIV-1 par ELISA (")

Souris Immunisation IgA IgG + IgM TN(b)

1 ++ Ï6ÔÔ
: 102400 >8()

2 + + 3200 409600 >80
3 ++ 800 102400 >80
4 ++ 3200 409600 >80
5 ++ 1200 25600 >80
6 + + 3200 409600 >80
7 + + 6400 i 409600 >80
8 + + 3200 ! 409600 >80
9 ++ 6400 : 819200 >80

10 + + 1600 409600 >80
11 + <100 j <100 <10
12 + <100 I 200 <10
13 + <100 i 400 <10
14 + <100 i 100 <10
15 + <100 100 <10
16 + <100 | 200 <10
17 + 400 ! 200 <10
18 + <100 ! 200 <10
19 + <100 | 100 <10
20 + <100 100 <10

(") Les plaques ont été recouvertes de VIH inactivés par la chaleur. Des dilutions par deux de sérums de
souris ont été incubées durant 2 h à 37°C et la nuit à 4°C. Les anticorps liés au virus ont été détectés avec unsérum anti-IgA, ou anti-IgM + IgG de souris couplé à la peroxidase. Les titres sont exprimés comme la plus
haute dilution donnant une densité optique à 490 nm supérieure à 0.2. ;

(*) TN= titre neutralisant. Des dilutions par deux de sérums de souris (25 ul) ont été incubées avec unvolume égal du VIH-1 (100TCID5O) durant Ih à 37°C, suivi d'une incubation à 4°C durant la nuit. Les
mélanges virus-anticorps ont été ajoutés à 4 x 105cellules CEM, en iquatre exemplaires, dans des plateaux
24puits et incubés à 37°C. L'infectivitédu VIH a été évaluéepar l'effet cytopathogène, observé quotidiennement,
et par immunofluorescence, à l'aide d'un sérum de référence humain positif pour les antigènes HIV-1, et des
anticorps anii-IgG humains (Fab') couplés à la fiuorescéine. Les titres neutralisants sont exprimés comme la
plus grandedilutionqui protège 75 % des cellules de l'infection lorsque comparé au virus témoin.

+ + Animaux ayant reçu une immunisation orale et une immunisation par voie parentérale.
+ Animaux ayant reçu une immunisation par voie parentérale.

EXPÉRIENCES ET RÉSULTATS. — Immunisation orale et parentérale des souris et évaluation des IgA. — Les
muqueuses buccales de 2 groupes de 10 souris BALB/c ont été mises en contact avec l'IMS-VIH,à 6 reprises
sur une période de 3 semaines, en introduisant dans la bouche de l'animal, 100 ul de l'antigène (200ug/ml)
goutte à goutte. Un premier échantillon de salive a été prélevé 2 jours après la dernière immunisation orale,
par lavage de la cavité buccale avec 100 ul de PBS. 3 semaines plus tard les souris ont reçu 10 ug d'IMS-VIH
par voie intrapéritonéaleet intramusculaire. Un autre groupe de 10 souris a été immunisé uniquement par voie
parentérale avec la même quantité d'IMS-VIH. Les salives de toutes les souris ont été prélevées le lendemain
de l'immunisationtel que décrit plus haut, et les sérums ont été prélevés une semaine plus tard. La présence
des IgA dans la salive et dans les sérums a été déterminée par un test ïmmunoenzymatique (ELISA) dans des
plaques recouvertes de VIH-1 inactivés[10].

iIl n'a pas été possible de mettre en évidence des quantités significativesde s-IgA dans la salive des souris enraison des difficultés rencontrées pour prélever leur salive. Toutefois, ce type d'immunisationa été très efficace
pour sensibiliserle système immunitaire à une vigoureuse réponse humorale, incluant des IgA, à la suite d'une
administrationparentéraled'une faible quantité d'antigène. En effet, comme le montre le tableau I, les titres
d'IgA sériques varient entre 1/800 et 1/6400, la moyenne se situant â environ 1/3000, et les titres IgM plus
IgG se situent entre 1/25600 et 1/819200. De plus, tous ces sérums neutralisent l'infectivité du HIV-1 à unedilution de 1/80. Les animaux qui avaient reçu l'antigène uniquement par voie parentéralen'ont pas développé
d'IgA circulants, à l'exception d'une seule souris qui présente un titré de 1/400. Les titres IgM plus IgG sesituententre 1/100 et 1/400. Aucun anticorps neutralisantn'a pu être mis en évidence dans ce groupe.

Immunisationorale et parentéraledes lapins et évaluation de l'immunité locale et humorale.
— Les groupes de

6 lapins ont été immunisés oralement tel que décrit pour la souris : six; applications goutte à goutte au niveau
des muqueuses buccales, réparties sur une période de 3 semaines, en utilisant 1 ml de l'IMS-VIHqui contenait
50 ug de gp 160. La présence d'IgA dans la salive a été vérifiéepar ELISA dans des plaques recouvertes d'IMS-
VIH-1, 2 jours après le dernier contact avec l'antigène[10]. Tous les animaux qui avaient reçu l'IMS-VIHpar
voie orale ont développé des s-IgA, spécifiquesde la gp 160 dans la salive, à des titres allant de 1/20 à 1/1024
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TABLEAU II
Réponse immunitaire à une vaccination orale

avec l'immunosome-VIH chez le lapin.
Responseafter oral administration

ofHIV-IMS to rabbits.

Titre des anticorps
spécifiques

du VIH-I par ELISA (°)

Titre des s-IgA Titre des IgG
Lapins Vaccin oral dans la salive dans le sérum

1 IMS-VIH-1 20 <20
2 IMS-VIH-1 256 <20
3 IMS-VIH-1 128 <20
4 IMS-VIH-1 256 <20
5 IMS-VIH-1 512 <20
6 .. IMS-VIH-1 >1024 <20
7 PBS <10 <20
8 PBS <10 <20
9 PBS <10 <20

10 PBS <10 <20
(") Les plaques ont été recouvertes avec les DVIS-VIH. Des dilutions par deux de salives ou de sérums ont

été incubées durant 2h à 37°C et la nuit à 4°C. Les anticorps liés à l'antigène ont été détectés avec un sérum
anti-IgA, ou anti-IgG de lapins couplés à la peroxidase. Les titres sont exprimés comme la plus haute dilution
donnant une densité optique à 490nm supérieure à 0.2.

TABLEAU III
Réponse humoraleà une vaccination orale suivie d'une immunisation

par voie parentéraleavec l'immunosome-VIH chez le lapin.
Humoral response after oral andparenteral

administration ofHIV-IMS to rabbits.

Titre des anticorps spécifiques
du VIH-I par ELISA (")

Lapins Immunisation IgA IgG TN(b)

1 ++ 160 320 40
2 + + 320 640 40
3 + + 80 160 40
4 ++ 5120 20480 80
5 + + 80 160 40
6 + + 160 160 40
7 + <20 80 <10
8 + <20 80 <10
9 + <20 40 <I0

10 + <20 <20 <10
C) Idem tableau IL
(b) TN= titre des anticorpsneutralisants. Idem tableau I.
+ + Animaux ayant reçu une immunisation orale et une immunisation parentérale.
+ Animaux ayant reçu une immunisation parentérale.

(tableauII). Les lapins ont ensuite été vaccinés par voie intradermique avec 20 ug d'IMS-VIH. 1 semaine plus
tard, des échantillons de sang ont été prélevés et les anticorps ont été titrés par ELISA. Tous les animaux qui
avaient été immunisés oralement ont développé des IgA circulants spécifiquesde la gp 160 du VIH-1, dont les
titres varient entre 1/80 et 1/5120. Les titres d'IgG se situent entre 1/160 et 1/20480 (tableau III). Ces sérums
neutralisent l'infectivité du VIH aux dilutions de 1/40 à 1/80. Comme le montre le tableau III, les animaux qui
n'avaient reçu qu'une immunisation par voie parentéralen'ont pas développé d'IgA circulants et les titres IgG
varient entre 1/40 et 1/160. Aucun anticorpsneutralisantn'a pu être mis en évidencedans ce groupe.

DISCUSSION ET CONCLUSION. — Nous avons vérifié l'hypothèse selon laquelle des contacts
répétés des muqueuses buccales avec l'IMS-VIH, pourraient induire une réponse immuni-
taire locale par la production d'IgA sécrétoires. Des s-IgA spécifiques de la gpl60 du
VIH-1 ont été mises en évidence dans la salive de tous les lapins qui avaient été immunisés
oralement avec les IMS-VIH. Les taux d'anticorps très élevés, IgM et IgG que nous
avons observés, tant chez la souris que chez le lapin aussitôt que 1 semaine après
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l'immunisation parentérale, indiquent que l'immunisation;orale a été efficace pour sensibi-
liser le système immunitaire à une réponse précoce suijte à un deuxième contact avec
l'antigène. Le niveau des IgA sériques dans les deux modèles expérimentaux est également
très élevé, compte tenu qu'il y a beaucoup moins d'IgA qui sont produits que d'IgG ou
IgM, en réponse à une stimulation antigèniquefl]. Il est important de noter que les
antigènes qui ne se répliquent pas n'induisentgénéralementpas d'IgA sériques[15]; seules
les immunisations systémiques ou orales avec des antigènes dont la durée de vie est
longue ont le pouvoir d'induire une réponse humorale de type IgA [16]. Que la demi-vie
in vivo des Immunosomes soit plus longue que celle de la protéine isolée correspondante,
est tout à fait vraisemblable et appuyée par des observations antérieures dans lesquelles,
30 jours après la dernière immunisation avec des Immunosomes-rabiques, les anticorps
neutralisants continuaienttoujours de monter[13].

Le rôle protecteur des s-IgA dans la transmission sexuelle du VIH n'a pas encore été
démontré, cependant l'inductionpar la vaccination d'une; immunité mucosale génitale est
certainement grandement souhaitable. L'observation que des s-IgA sont présentes dans
la salive des animaux qui ont été stimulés oralement par l'antigène et pas dans la salive
de ceux qui n'ont été immunisés que parentéralement, suggère que, pour obtenir une
immunité mucosale, une fonnulation efficace en application locale sur les muqueuses
devrait être également développée. Les Immunosomes semblent être efficaces à la fois
pour l'administrationparentéraleet pour une application locale.

Nous remercions grandement le Professeur Luc Montagnierpournous avoir fourni le virus VIH (soucheLAI)
et le clone 13 des cellules CEM.
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Localisation histo-autoradiographique de l'americium dans
les tissus des coquilles Saint-Jacques Pecten maximus :

étude préliminaire sur les mécanismes de transfert à partir
de l'eau de mer

Pierre MIRAMAND, Pierre GERMAIN et Eve BOUCAUD-CAMOU

Résumé — L'accumulationde l'americium à partir de l'eau de mer dans les tissus de coquilles Saint-
Jacques Pecten maximuset sa localisation intracellulairesont étudiéespar histo-autoradiographie. Les
plus fortes concentrationssont trouvées dans les masses viscérales où l'americium est localisé dans
les cellules de la paroi stomacale, dans les cellules des canaux principaux et secondaires de la glande
digestive et dans les cellules digestives en particulier sur les corps résiduels. Au vu de ces données,
il est suggéré que la pénétration de l'americium dans les tissus de ce bivalve a lieu principalement
par la voie digestive lorsque le vecteur contaminantest l'eau de mer.

Histo-autoradiographic localization of americium in the tissues of the scallop Pecten
maximus labelled from sea water: preliminary study on the transfer mechanisms

Abstract — The uptake of americiumfrom sea water in the tissues of the scallop Pecten maximus
and ils intracellular localization hâve been studied by hislo-autoradiography. The highest concentra-
tions werefound in the viscéral mass where americium is présent in the stomach wall cells, in the duct
cells and in the digestive cells, in particular in the residual bodies. In view of thèse data, it is
suggested that the pénétration ofAm into the tissues occurs mainly by the digestive pathway when the
contaminatingvector is the sea water.

AbridgedEnglish Version — The kineties of accumulation and loss of transuranic éléments
in bivalve molluscs and the organotropism of thèse éléments in the tissues are now well
known ([2] to [11]). Nevertheless, the précise cytological localization of thèse accumulated
éléments and the exact physiological mechanisms of their pénétration into the tissues of
bivalve molluscs remain poorly known. In order to clarify thèse problems, the concentration
and the distribution of 241Am in the tissues of the scallop Pecten maximus labelled from sea
water hâve been studied and histo-autoradiography was used to localize the americium in
the tissues. 36 scallops were labelled by exposure to sea water containing americium
(1,667 mBq.ml"1) during a period of 38 days. The labelling and histo-autoradiographic
techniques hâve been described previously ([12], [14]).

The contamination factors CF (cpm.g-1 wet weight/cpm.ml_1 sea-water) attained after
38 days of exposure to sea water, in addition to relative americium distribution in the tissues,

are given in Table. The viscéral mass which encloses the digestive gland and the stomach
shows a far higher accumulation of americium (CF= 1,450), from 10 to 100 times more
important than that observed in other tissues. The viscéral mass is constituted by the
stomach and the midgut surrounded by the digestive gland which is formed of numerous
blind-ending tubules (the digestive tubules) communicating with the stomach by a séquence
of branching ducts (Fig.). In auto-historadiographicpréparations alpha tracks, due to ameri-
cium, are localized in the epithelium of the stomach and in the cells of the digestive ducts
(main and secondary) (Figs. B, C, D). In the digestive tubules, the alpha tracks are mainly
found in the residual bodies, but the functional digestive parts of the tubules are also
radioactive (Fig. E).

Note présentée par Lucien LAUBIER.
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The viscéral mass constitutes the soft tissue which stores americium in scallops. This
characteristic appears to be shared with other bivalves, [Tapes decussatus (CF=850) [15],

Cerasloderma edule (CF = 2,600) [9], Mylilus galloprovincialis (CF= 184) [16]. The digestive
glands of other marine invertebrates studied show consideràbly lower tendency to concentrate
this transuranic élément when the contaminating vector j is sea water alone, CF ^ 20 for
cephalopods, crustacean decapods or stellerids ([13], [16], [17]). The capacity ofthe lamelli-
branchs to concentrate americium in their viscéral mass is probably linked with die nutritional
physiology of thèse molluscs. The lamellibranchsfilter large amounts of water to feed. The
food particles are entangled in the mucus secreted by the gill filaments then conveyed to
the mouth. The affinity of americium for mucopolysaccharides is well known ([5], [11],
[15]). It is, thus, évident that the americium contained; in sea water, either in a soluble
form or fixed onto microparticlesor bacteria, which can still be présent after a single filtration
through glass wool, is fixed on the mucus of the gills and then follows the pathways of
digestive metabolism. Histo-autoradiography has permitted the visualization of the progress
of the americium in the digestive pathways of die animais: the stomach epithelium shows

numerous! alpha tracks proving the présence of americium in the stomach lumen
(Fig. B). The cells of the ducts of the digestive gland ialso showed considérable activity
uptake (Figs. C, D) indicating diat the americium had progressed in the ducts and had been
submitted to the intracellular process in the digestive tubules as demonstrated by numerous
alpha tracks in the digestive cells. In the digestive cells the major part of the americium

was found in the residual bodies that they enclose (Fig. E)l Thèse residual bodies represent
the final stage of the digestive processes in the lamellibranchs and following the breakdown
of the digestive cells, they are released into the digestive gland ducts and through the stomach
into the intestine where they are expelled with the faeces.: This may explain die ability of
lamellibranchs to eliminate accumulated americium when they are transferred to non-
radioactive sea water [8]. Thèse data suggest that the pénétration of Am into the tissues of
scallops occurs mainly by the digestive pathway when the contaminating vector is the sea
water. '

INTRODUCTION. — Depuis près de 20 ans, de nombreuses études sur le devenir biologi-

que en milieu marin des éléments transuraniens, radionucléides de radiotoxicité élevée et
de longues périodes en général, ont été entreprises [J]. Les mollusques bivalves qui
représentent en milieu côtier des biomasses élevées ont fait l'objet de nombreux travaux
menés au laboratoire ou in situ, ayant trait essentiellement à l'étude des cinétiques
d'accumulationet de perte après marquage à partir de l'eau de mer ou de la nourriture,
ainsi qu'à l'organotropisme de ces éléments dans les tissus ([2] à [11]). Cependant, la
localisation précise au niveau cellulaire ainsi que les mécanismes physiologiques exacts
de pénétration de ces éléments dans les tissus des mollusques bivalves restent peu connus.
Pour essayer de répondre à ces questions, nous avons étudié la concentration et la
distributionde l'americium-241dans les tissus de coquilles Saint-Jacques Pecten maximus
marquées au laboratoire à partir de l'eau de mer. L'histo-autoradiographie,technique
ayant montré son grand intérêt dans des études précédentes ([9], [12], [13]) a été utilisée

pour localiser l'americium dans les tissus.

MATÉRIELS ET MÉTHODES. — 36 coquilles Saint-Jacques d'un poids moyen d'environ
110 g accumulent l'americium à partir de l'eau de mer pendant une période de 38 jours.
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241Am (état d'oxydation 3, T 1/2 434 ans) a été préparé dans HN03 IN par le Commissa-
riat à l'Énergie atomique (France). Les coquilles sont placées, à raison de 12, dans des

aquariums en plastique remplis avec 20 1 d'eau de mer filtrée sur coton de verre
(T=14±1°C). Le 241Am est ajouté à une concentration de 1 667 mBq/ml(45 pCi/ml).
La technique de marquage a été décrite précédemment [14]. A intervalles réguliers,

4 individus sont prélevés, pesés, rincés et disséqués (coquille, liquide palléal, manteau,
branchies, muscles, masse viscérale, gonade et reins) et la concentration en americium

est mesurée. Après 32 jours de marquage, environ 0,5 g de masse viscérale est prélevé

sur les coquilles Saint-Jacques et placé dans un liquide fixateur (Bouin). Les tissus sont
préparés pour l'histo-autoradiograpliie suivant la méthode décrite par Miramand et
Guary [12].

RÉSULTATS. — Les facteurs de concentrationFC (cpm g- 1 poids frais/cpm ml- 1 eau
de mer) atteints après 38 jours de marquage à partir de l'eau de mer ainsi que la
distribution relative de l'americium dans les tissus sont donnés dans le tableau. Les masses
viscérales qui renferment la glande digestive et l'estomac montrent une accumulation
extrêmement forte de l'americium (FC=1450), d'environ 10 (reins) à 100 fois (muscles)

supérieure à celle notée pour les autres tissus. Les masses viscérales contiennent ainsi

près de 40 % de l'americium total et près de 80 % de l'americium trouvé dans les parties
molles, alors que ces tissus représentent seulement 2 % du poids total de ces mollusques

et 8 % du poids de leurs chairs.
La figure montre des coupes histologiques réalisées au niveau de la masse viscérale.

Sur ces clichés sont visibles l'estomac, quelques conduits principaux et secondaires de la
glande digestive ainsi qu'un grand nombre de tubules digestifs. Ces derniers sont formés
de cellules claires et de cellules sombres. Les cellules claires sont les cellules digestives
qui contiennent des sphères pigmentées en noir appelées corps résiduels lesquels sont les

résidus de la digestion intracellulaire des particules digestives. Les cellules sombres,
moins nombreuses, seraient des cellules secrétrices d'enzymes digestifs. Entre ces 2 types
cellulaires, du tissu conjonctifest visible alors que les amoebocytes circulants, trop petits,

ne peuvent pas être mis en évidence.
Sur les préparations histo-autoradiographiques,les traces alpha dues à l'americium

sont localisées : dans l'épithélium stomacal, dans les cellules des conduits principaux et
secondaires de la glande digestive (fig. B, C, D) et dans les tubules digestifs. Dans ces
derniers, les traces alpha sont situées principalement sur les corps résiduels contenus dans
les cellules digestives. Les cellules secrétrices sont également marquées (fig. E). A la fin
du processus de digestion cellulaire, les corps résiduels sont émis dans les lumières des

canaux de la glande digestive puis dans l'estomac où ils ont été observés marqués par
l'americium.

DISCUSSION. — Les masses viscérales constituent le tissu mou qui stocke l'americium
chez les coquilles Saint-Jacques. Cette particularité semble être partagée par d'autres
bivalves : FC de 850 après 21 jours de marquage chez Tapes decussatus [15], FC de 2 600

après 38 jours de marquage chez Cerastoderma edule [9]. FC de 184 après 28 jours de

marquage chez Mytilus galloprovincialis [16]. Les glandes digestives des autres invertébrés
marins étudiés montrent une tendance considérablement moins forte à concentrer cet
élément transuranien lorsque le vecteur contaminant est l'eau de mer seule : mollusques
céphalopodes, FC de 20 après 15 jours de marquagechez Octopus vulgaris [17], crustacés
décapodes, FC de 12 après 14 jours de marquage chez Homarus gammarus [13], astéries,
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Pecten maximus. Coupes transversales de la masse viscérale.
Temps d'exposition pour l'autoradiographie du 241Am

14 jours. Ax40; B et Cx 100, D et E x 400. cp : conduit
principal, cr : corps résiduel, cs : conduit secondaire, e :

epithelium stomacal, 1 : lumière stomacale, td : tubule diges-
tif.

Pecten maximus. 2*'Am. Auloladiography. 14 days, exposure,
tranverse sections of the viscéral mass. A x 40 ; B and
Cx 100, D and £x 400. cp: main duct, cr: residual bodies, es:
secondary duct, e: stomachal epithelium. I: lumen of the sto-
mach, td: digestive tubule.

FC de 15 dans les caecum pyloriques de Coscinasterius tenuispina après 10 jours de
contamination [16].

Cette capacité surprenante des mollusques bivalves à concentrer de façon très impor-
tante famericium dans leurs masses viscérales est vraisemblablement liée à la physiologie
de la nutrition de ces mollusques. En effet, les bivalves pour respirer et se nourrir filtrent
de grandes quantités d'eau de mer. Les coquilles Saint-Jacques filtrent ainsi environ 10 1
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TABLEAU

Pecten maximus. Facteursde concentration (FC) et distribution(%) du 24IAm dans les tissus

des coquilles Saint-Iacques après 38 jours de marquageà partir de l'eau de mer (.. = 4 individus) (X±a).

Pecten maximus. Concentrationfactor (CF) andpercentage content of2ilAm in various tissues

ofthe scallops after 38 d. exposure in contaminatedsea water (;i= 4 individuals).

%du24IAm % du poids

% du % du poids par rapport par rapport
F.C. 241Am Total Total aux chairs aux chairs

Coquille 65±7 51,0±8,0 63,0±2,0
Liquide palléal 11±5 1,1±0,8 7,1 ±1,5
Chair (totale) 140 ±40 49 ±8,0 30,0±2,0 100 100

- Masse viscérale .. .
1450±370 39,0±8,0 2,1 ±0,2 77,0±-6,0 7,5±0,7

-Muscle 13±4 1,9 ±0,6 11,6±1,1 4,0±2,0 41,1 ±3,9
-Gonade 130±30 0,6±0,1 0,4±0,1 1,2 ±0,3 1,2 ±0,3
-Manteau 38±5 5,0±1,0 10,7±1,1 11,0±4,0 37,9±3,9

- Branchies 69±9 2,9±0,4 3,3±0,3 6,0±2,0 11,6±1,1

- Reins 160±80 0,4±0,3 0,3±0,1 1,2±0,6 0,8±0,3

d'eau/jour. L'eau mise en mouvement par les cils des branchies pénètre dans la cavité
palléale et passe obligatoirement sur les lamelles branchiales. Celles-ci sécrètent en perma-
nence du mucus qui normalement piège les particules alimentaires. Le mucus entraîné

par les cils des lamelles branchiales est conduit aux palpes labiaux. Le mucus et les

particules alimentaires qu'il englobe pénètrent alors dans l'oesophage très court puis dans
l'estomac. Or l'affinité de l'americium pour les mucopolysaccharides est bien connue et

a été mise en évidence chez de nombreux invertébrés marins ([5], [11], [15]). Il est alors
évident que l'americium contenu dans l'eau de mer, soit sous forme soluble, soit fixé aux
microparticules ou aux bactéries qui peuvent être présentes après une simple filtration

sur coton de verre, vient se fixer au niveau du mucus des branchies et suit alors les voies

de métabolisme digestif.
L'histo-autoradiographie permet alors de visualiser le cheminement de l'americium

dans les voies digestives des animaux (fig.). En effet, les cellules de la paroi stomacale
présentent de nombreuses traces alpha attestant obligatoirement une présence de l'ameri-
cium dans la lumière stomacale et une perméabilité de ces cellules vis-à-vis de cet élément
(fig. B). Les cellules des conduits principaux et secondaires de la glande digestive sont
égalementbien marquées (fig. C, D). L'americium a donc bien transité dans ces conduits,

et finalement est arrivé au niveau des tubules digestifs comme le montre la présence de
nombreuses traces alpha dans les cellules digestives. La localisation de l'americium à
l'intérieur même de tous ces types cellulaires montre leur perméabilité à cet élément
artificiel. Les mécanismes de franchissement des parois cellulaires restent cependant
inconnus. Dans les cellules digestives l'americium est présent en majorité au niveau des

corps résiduels qu'elles renferment (fig. E). Ces corps résiduels représentent le terme
ultime des processus de la digestion chez les bivalves. Après dégénérescence des cellules
qui les contiennent, ils sont destinés à être rejetés dans les canaux de la glande digestive
puis dans l'intestin où ils seront expulsés avec les fécès. Ceci pourrait expliquer pourquoi,
remis dans une eau de mer propre, les mollusques bivalves ont la capacité d'éliminer
l'americium qu'ils ont accumulé [8]. L'americium semble donc suivre chez les coquilles
Saint-Jacques les voies du métabolisme digestif alors que le vecteur contaminant est l'eau
de mer. Le marquage des cellules bordant les parois des différents canaux de la glande
digestive atteste ce cheminement. La présence de l'americium dans les reins, le manteau,
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la gonade et les muscles des coquilles (tableau) indique un transfert de cet élément par
l'hémolymphe. L'americium circulant dans l'hémolymphe peut provenir de la glande
digestive ou d'une pénétration à travers les épithéliums branchiaux ou tégumentaires. En
ce qui concerne cette deuxième voie de marquage, il est peu probable que l'americium
circulant dans l'hémolymphe soit extrait de celle-ci par les cellules des tubules digestifs.
En effet, dans cette hypothèse, on devrait observer par histo-autoradiographiede nom-
breuses traces alpha entre les tubules digestifs, c'est-à-dire à l'endroit où se trouvent les
amoebocytes circulants dont le pouvoir complexant vis-jà-vis de nombreuses substances
est bien connu. La figure montre bien que ce n'est pas lé cas. L'americium contenu dans
les cellules digestives provient donc bien de la voie digestive. Dans ce contexte, l'impor-
tance relative des 2 voies de transfert de l'americium (voie branchiale et tégumentaire et
voie digestive) chez les coquilles Saint-Jacques devrait faire l'objet d'études ultérieures.

Note remise le 2 juillet 1991, acceptée le 16 septembre 1991.

RÉFÉRENCES BIBLIOGRAPHIQUES

[I] R. J. PENTREATH, in Impacts of radionuclidereleases into the marine environment, I.A.E.A., Vienne, 1981,

p. 241-272.
[2] S. W. FOWLER, M. HEYRAUD et T. M. BEASLEY,in Impacts ofnuclear releases into the aquatic environment,

I.A.E.A., Vienne, 1975, p. 157-177. ;

[3] J. C. GUARY et S. W. FOWLER, Mar. Sci. Communs., 3, 1977, p. 211-229.
[4] J. C. GUARY et A. FRAIZIER,Mar. Biol, 41, 1977, p. 263-267.
[5] E. I. HAMILTON et R. J. CLIFTON,Mar. Ecol. Prog. Ser., 3, 1980, p. 267-277.
[6] J. C. GUARY et S. W. FOWLER, Estuar. coast. ShelfSci., 12, 1981;, p. 193-203.
[7] S. R. ASTON et S. W. FOWLER, /. environ. Radioact., 1, 1984, p. 67-79.
[8] P. BJERREGAARD, S. TOPCUOGLU. N. S. FISHER et S. W. FOWLER, Mai: Ecol. Prog. Ser., 21, 1985,

p. 99-111.
[9] P. MIRAMANDet P. GERMAIN,Mar. Ecol. Prog. Ser., 22, 1985, p. 59-68.
[10] N. S. FISHER et J. L. TEYSSIE, Mar. Ecol. Prog. Ser., 28, 1986, p. 197-207.
[II] P. MIRAMAND, P. GERMAINet J. C. ARZUR, J. environ. Radioact., 5, 1987, p. 209-218.
[12] P. MIRAMAND et J. C. GUARY, Mar. Ecol. Prog. Ser., 4, 1981, p. 127-129.
[13] P. MIRAMAND,P. GERMAIN et J. P. TRILLES, Mar. Ecol. Prog. Ser., 52, 1989, p. 217-225.
[14] P. MIRAMAND,P. GERMAIN et H. CAMUS, Mar. Ecol. Prog. Ser., 1, 1982, p. 59-67.
[15] M. C. GRILLO, J. C. GUARY et S. W. FOWLER, in Impacts of radionuclide releases into the marine

environment, I.A.E.A., Vienne, 1981, p. 273-291.
[16] J. C. GUARY, Recherches sur les transferts el la fixation du plutonium, de l'americium et du neptunium

dans le milieu marin, Thèse Doct. es Sciences Naturelles, Université d'Àix-Marseille-II, 1980.
[17] J. C. GUARY et S. W. FOWLER, Mar. Ecol. Prog. Ser., 1, 1982, p. 327-335.

P. M. : Institut national des Techniques de la Mer, Conservatoirenational des Arts et Métiers,
B.P. n° 324, 50103 Cherbourg Cedex;

P. G. : Commissariatà l'Énergie atomique, I.P.S.N., D.E.R.S., S.E.R.E.,
Laboratoire de Radioécologie Marine, B.P. n° 508, 50105 Cherbourg Cedex;

E. B.-C. : Laboratoire de Zoologie, Université de Caen, 14032 Caen Cedex.



C. R. Acad. Sci. Paris, t. 313, Série IH, p. 401-406, 1991 401

Évolution/Évolution

A genetic response to high altitude hypoxia: high
hemoglobin-oxygen affinity in chicken (Gallus gallus) from

the Peravian Andes

Fabiola LÉON VELARDE, Daniel ESPINOZA, Carlos MONGE C. and Christian de MUIZON

Abstract — A population of chicken (Gallusgallus) from the Peruvian Andes (4,000 m) carrying
a high hemoglobin-oxygen affinity has been identifîed. This property remained stable after over
1 year résidence at sea level and was transmitted to the descendants born at sea level. Chicken
were introduced in South America during the Spanish conquest and therefore their adaptation time
to high altitude is less than 500 years. This finding shows that a genotypic change in hemoglobin
function can occur in an extremely short evolutionary time and leads to some refiections on the
high altitude adaptation of the mammals that migrated to South America during the great Plio-
Pleistocene interchange.

Un cas de réponse génétique à l'hypoxie de haute altitude : découverte
d'hémoglobine à haute affinité pour l'oxygène chez des poules (Gallus gallus) des

Andes péruviennes
Résumé — Ce travailmet en évidence l'existenced'une hémoglobine à haute affinitépour l'oxygène

chez une population de poules (Gallus gallus) des Andes péruviennes. Aucune modification de ce
caractère ne s'observe après un séjour d'un an au niveau de la mer; de plus, celui-ci a été transmis aux
descendantsnés au niveau de la mer. Les poules furent introduites en Amérique du Sud lors de la
conquête espagnole ce qui implique que cette adaptation à la haute altitude est apparue en moins de
500 ans. Cette découvertemontre qu'une modificationgénétique de la fonction de l'hémoglobine peut
apparaître en un temps très court sur le plan évolutifet amène à quelques réflexionssur l'adaptation à
la haute altitude des mammifères qui migrèrent en Amérique du Sud lors du grand interchangeplio-
plêistocène.

Versionfrançaise abrégée — La plupart des mammifèreset oiseaux vivant dans un environ-
nement d'hypoxie de haute altitude présentent une hémoglobine à haute affinité pour l'oxy-
gène ([1], [2]). Récemment, trois d'entre nous (F. L. V., D. E. et C. M. C.) ont découvert

une population de poules (Gallus gallus) de l'Altiplano péruvien (département de Puno,
4 000 m) présentant une hémoglobine à haute affinité. En milieu de haute altitude, des poules

ne possédant pas cette particularité sont atteintes de mal des montagnes chronique et présen-
tent une très mauvaise capacité de reproduction [4]. Cette propriété, maintenue au niveau
de la mer, est génétiquement transmissible. Les poules ayant été introduites en Amérique
du Sud par les colons espagnols [3], force nous est d'admettre que cette transformation
génétique a été acquise en moins de 500 ans, une vitesse d'évolution extrêmement rapide.

Le tableau récapitule les résultats. La courbe de la figure 1, nettement déjetée vers la
gauche indique une augmentation de l'affinité de l'hémoglobine. La technique utilisée est
celle de Winslow [5].

Une hémoglobine à haute affinité ainsi que des mécanismes variés implicant des mutations
génétiques ont été observés chez plusieurs espèces d'oiseaux (Anser indicus, Chloephaga mela-

noptera, Gyps rueppellii, Aegypius monachus) ([6] à [14]). Braunitzer et Hiebl [15] ont résumé

ces travaux en mentionnant que la respiration en milieu de haute altitude n'est pas une
caractéristique des oiseaux mais que l'adaptation à l'hypoxie de haute altitude est le résultat
d'une mutation spécifique qui distingue une espèce de son plus proche parent vivant au
niveau de la mer. Cette caractéristique a également été mise en évidence chez des mammifères

Note présentée par Philippe TAQUET.
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des hautes Andes tels que des rongeurs caviomorphes et des camélidés ([16] à [19]). Les
mécanismes qui régissent la haute affinité de l'hémoglobine sont fondamentalement différents
chez les lamas et chez les chameaux ([20], [21]), ce qui démontre une acquisition indépendante
de ce caractère; la présence d'une hémoglobine à haute affinité dans les deux groupes
résulterait d'une évolution convergente sur le plan fonctionnel.

Si les caviomorphes sont connus en Amérique du Sud depuis l'Oligocène moyen (30 Ma),
les Camelidae Lamini sont des immigrants récents venus d'Amérique du Nord à la fin du
Pliocène (2 Ma) ([22], [23], [24]). Les Camelidae apparaissent en Amérique du Nord à l'Éo-
cène supérieur [25] et les plus anciens Lamini sont connus! au Miocène supérieur ([26], [27]).
Les Camelidae Camelini envahirent l'ancien monde au Miocène supérieur [28], mais le
dromadaire, venu d'Asie centrale, est un immigrant très récent (moins de 3 000 ans) en
Afrique [29]. La haute affinité observée chez le dromadaire constitue donc peut-être la
persistance d'une adaptation à l'altitude acquise au Plio-Pléistocènedans les hautes montagnes
d'Asie centrale lors de la dispersion des Camelidae dans l'ancien monde.

En conséquence, il est vraisemblable que d'autres mammifères andins, descendants de
migrants plio-pléistocènes, possèdent une hémoglobine à haute affinité. Parmi ces formes
d'origine nord-américaine, carnivores fissipèdes, cervidés et rongeurs cricétidés sont abondants
dans les hautes Andes. Des travaux en cours par les auteurs ont pour but de comparer
l'affinité de l'hémoglobine de ces formes avec leurs plus proches parents connus en Amérique
du Nord.

La découverte de poules présentant une hémoglobine;à haute affinité dans les hautes
Andes péruviennes, démontre qu'une réponse génétique au milieu agressif constitué par
l'hypoxie d'altitude peut être quasi instantanée à l'échelle

:
géologique; elle semble également

éliminer la nécessité d'expliquer la haute affinité de l'hémoglobine des camélidés par un
phénomène de « préadaptation » [30].

INTRODUCTION. — Most mammals and birds native to hypoxic environment of high
altitude hâve hemoglobin with a high affinity for oxygen [1]. Genetic changes in the
hemoglobin molécule hâve been supposed to be acquiréd over a long evolutionary time
[2]; however, three of us (F. L. V., D. E. and C. M. C.) hâve found a population of
chicken (Gallus gallus) from the Peruvian altiplano (Puno, 4,000 m) with hemoglobin
ofhigh affinity for oxygen. This property remained stable at sea level for three
générations. High hemoglobin-oxygenaffinity has also been recorded in another chicken
population at La Raya (4,300 m., Cuzco Department).

Chicken were introduced in South America during the Spanish conquest [3] and
therefore they hâve an adaptation time to high altitude of less than 500 years, a very
short evolutionary time. It is well known that sea-level chicken introduced in high
altitude, show poor hatchability and chronic mountain Sickness [4]. Since hemoglobins
of functionally high affinity seem to be specifically related to hypoxic environments, our
finding of a poor-flyer domestic sea-level bird carrying a hemoglobin with functional
high affinity is of biological significance. This may be the first time that a genotypic
hemoglobin characteristic lias been shown to be acquiréd in a known period of time and
in natural conditions.

This paper discusses the biological significance of fast acquisition of hemoglobin of
high affinity which should be taken into considération in the interprétation of the
evolutionary adaptation to high altitude of mammals and birds.
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METHODSAND RESULTS. — The technique used for the détermination of the hemoglobin
affinity was that described by Winslow [5]. It has the advantage of recording the
equilibrium Curve in about 10 min., thus avoiding much ofthe metabolic effect produced
by nucleated red cells. The blood was equilibrated at 41°C for 20 min. with a gas
mixture containing a PC02 of 40 mmHg in nitrogen. It was transported to a mixing
chamber and oxygenated with oxygen peroxide in the présence of catalase. The PC02 was
kept constant by addition of alkali. A continuous recording of the curve was obtained
by means of a Pco, électrode. The Bohr factors for sea-level and high-altitude birds
were determined independently. Using thèse factors the hemoglobin-oxygen affinity
values (P50) were corrected at standard bird pH of 7.5 (P50std)-

Table I contains the blood parameters obtained after the in vitro P50 détermination. It
may be seen that both the uncorrected P50 and the P50std values were highly significantly
différent between sea level (SL) and altitude (ALT) chicken. The Hill shape parameter
(77) was almost identicai between the two groups. The Pcc,2 of the equilibrated blood
was not significantlydifférent between SL and ALT, nevertheless the blood pH was lower
in ALT blood. This possibly indicates a smaller buffer capacity of ALT blood. The
hemoglobin concentration was similar in both groups (the animais were ail studied at
sea level). Figure 1 shows the oxygen equilibrium curve of SL chicken compared to
that of Puno chicken (ALT). The curves were constructed with the average values
presented in Table. There is a marked shift to the left of the high altitude curve
indicating an increased hemoglobin affinity.

DISCUSSION. — (1) Previous data. — High hemoglobin oxygen affinity has been recor-
ded in several birds and mammals living in high altitude. The hemoglobin-oxygen
affinity of birds has received considérable attention ([6] to [10]). Hiebl et al. [11] propose
a cascade-likemechanism for the high-altitude respiration of the bar-headed goose (Anser
indiens) of the Himalayas. The mechanism concerns a possible switch from hemoglobin
A having alanine at position 119 and hemoglobin B having proline at the same
position. A single point mutation in (355 of the hemoglobin of the Andean goose
(Chloephaga melanoptera) has been considered bénéficiai for life at high altitude [12]. In
the case of Ruppel's griffon (Gyps rueppellii), a bird which has been found flying at
11,300 m, the

• occurrence of four hemoglobins has been described [13]. The studies
predict three levels of affinity: low affinity Hb A, Hb A' of intermediate affinity and
high affinity Hb D/D. A cascade-like mechanism lias been postulated like in the bar-
headed goose but with the interplay of four hemoglobins instead of two. This work
has been extended to the black vulture (Aegypius monachus), also a high altitude flyer
[14]. Braunitzer and Hiebl [15], summarizing thèse studies hâve stated: "high-altitude
respiration is not a gênerai characteristics of birds: the adaptation to high altitude is the
resuit of a spécifie mutation, thus distinguishing a species from its closest relatives in the
low land".

High hemoglobin-oxygen affinity is also présent in several Andean mammals such as
caviomorph rodents: chinchilla (Chinchilla chinchilla) [16], viscacha (Lagidium peruanum)
[11], Guinea pig (Cavia porcellus) [18] and camelids (llama, vieugna, guanaco and alpaca)
[19]. In the Lamini, high hemoglobin-oxygen affinity is achieved by a genetic control
which reduces the effect of the non-a chains to 2-3 biphosphoglycerate. The reduced
effect has been interpreted as a mutation ((32 his-asn) and an interruptionof the phosphate
contact in a2 asparagine resulting in an increased oxygen affinity. Beta2 asn is présent
in alpaca and vieugna too; so, it seems likely that this mutation appeared in the common
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TABLE

Oxygen equilibrium parametersof sea level and high-altitude chicken blood after the in vitro P50 détermination.
Number of animais in parenthesis.

Paramètresde la liaison de l'oxygèneà l'héomoglobine chez des poules du niveau de la mer
et chez des poules d'altitude. \

CHICKEN Hb PH fco2 n Ps0 B°HR Psostd
(g/dl) (mm Hg) (mm Hg) (mm Hg)

c, MEAN 9.8 7.478 39.4 3.45; 51.9 -0.375 50.9
^ ' SE 0.40 0.04 2.56 0.23; 2.89 0.033 2.82

.|T MEAN 9.0 7.329 38.3 3.48; 35.6 -0.505 285
( ' SE 0.82 0.04 3.69 0.17! 2.01 0.055 0.87

P 0.585 0.012 0.800 0.922; 0.000 0.097 0.000

ancestor of guanaco and vieugna (possibly the genus Hemiauchenia) which gave rise to
the domestic forms, lama and alpaca. This genetic control differs from that in Camelus
which has an allosteric control of the hemoglobin chain itself, i. e. it is phosphate
independent ([20], [21]). Thèse mechanisms are fundamentally différent and therefore
strongly suggest an independent acquisition of high hemoglobin-oxygenaffinity in living
Camelus and living Lamini; it also demonstrates that it is not an inherited character
(symplesiomorphy) from a common Miocène ancestor. Consequently, the most écono-
mie hypothesis is to suppose that Lamini and Camelini acquiréd independently high
hemoglobin-oxygen affinity when, dispersing out of North America (see below), they

were exposed to high-altitude hypoxia; the high hemoglobin-oxygen affinity in both

groups would be the resuit of convergent évolution as far as the function is concerned.

(2) Paleontological context. — Although the paleontological record of high-altitude
birds is poorly documented, in the case of mammals it is possible to attempt an intégration
of the functional and molecular basis of hemoglobin affinity with the evolutionary records
of some mammalian species. Furthermore, considération of the paleobiogeographic
history of the south American mammal fauna gives an interesting dimension to the
observations mentioned above.

Caviomorph rodents are early immigrants in South America as the oldest known
remains are from the middle Oligocène, /. e. approx. 30 Ma ([22], [23]). High hemoglob-
in-oxygen affinity lias probably been acquiréd by caviomorph rodents during the Oligo-

cène since they are known in the Bolivian Andes at that time [23]. Camelids are Plio-
Pleistoceneinvaders which migrated from North to South America with the second wave
of dispersai of the great Plio-Pleistocene American interchange as defined by Marshall
[24], Le. 2 Ma ago. Camelidae originated in North America at the Late Eocene [25]

and the oldest known Lamini are from the late Miocène (Le. approx. 10 Ma) of U.S.A.
([26], [27]). Camelini invaded the old world during the Miocène as they are known in
Late Miocène deposits from Spain [28]; however, the living dromedary is a very récent
immigrant in Africa (2,720 y B.P.), [29]. Although the dromedary does not live in high
altitude, it shows high hemoglobin-oxygen affinity [20]J This could be regarded as an
ancestral feature retained by the dromedary and probably acquiréd by the common
ancestor of Camelus bactrianus and C. dromedarius in the Central Asiatic mountains
during the Asiatic dispersai event which characterized the Neogene évolution of the
Camelini. In this respect, it is noteworthy that once the high-affinity function has been
acquiréd, it may remain fixed for prolonged periods at sea level as European laboratory
Guinea pigs still show this property [18].
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Oxygen equilibrium curves of the blood in sea-level (SL) and high-altitude chicken (ALT). Curves recorded
after sea level acclimatization. The ALT curve is markedly displaced to the left, indicating a high-affinity
hemoglobin in the birds native to the mountains and residing at sea level. Each curve has been constructed
with the average values presented in Table.

Courbe de liaison de l'oxygène dans l'hémoglobine du sang chez des poules du niveau de la mer (SL) et chez des
poules d'altitude (ALT) après acclimatation au niveau de la mer. La courbe ALT est nettement déplacée vers
la gauche indiquant une haute affinité de l'hémoglobine chez les oiseaux originairesde la montagne et résidant

au niveau de la mer.

Therefore, it is possible that the descendants of other Plio-Pleistoceneimmigrant land-
mammals living in the Andes could présent high hemoglobin-oxygenaffinity. Among
them fissiped carnivores and cervids are abundant in the Andes. Interesting examples

are the puma (Felis concolor), the Virginian deer (Odocoileus virginianus) and the long
tailed weasel (Mustela frenatd) which are known at sea level or low altitude in North
America and at high altitude in the Andes, although none of them are as strictly related
to high altitude as are the Andean camelids. Studies by the authors are in progress to
compare hemoglobin-oxygen affinity of several Plio-Pleistocene immigrants of the high
Andes and in their closest relatives at sea level in North- or South-America in order to
analyse their genetical response to high-altitude hypoxia. So far, high oxygen affinity
has been undoubtly recorded in the Andean fox (Dusicyon culpaeus) and in the Andean
cat (Felisjacobita).

CONCLUSION. — Our finding that a genetic change in the hemoglobin function resulting
in high affinity for oxygen can be acquiréd in a short evolutionary time suggests that
there is no need to postulate a continuous phylogenetic présence of this physiological
property in mammals and birds. On the contrary, it indicates the possibility that this
genetic change can occur even if the species is exposed to a mountain environment for a
very short time. It also seems to eliminatethe need to postulate the so called "preadapta-
tion" to high altitude of the family Camelidae suggested by some authors [30].

The study was made possible by partial funding of the CONCYTEC. Spécial thanks are due to F. Cuentas
for building the measurement apparatus.

Note remise le 24 avril 1991, acceptée après révision le 13 août 1991.
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Le thymus foetal et la thymuline stimulent la prolifération
des ovogonies dans l'ovaire foetal de rat in vitro

Jacques PREPIN

Résumé — Le nombre des cellules germinales présentes dans les ébauches ovariennes de foetus de
rat, prélevées à 13,5p. c. et placées in vitro, est plus élevé si les ovaires sont co-cultivés avec du
thymus foetal ou quand le milieu est supplémenté en thymuline que dans des ovaires cultivés dans
du milieu frais. De plus, l'addition de corticostérone dans le milieu de culture prévient la sécrétion
de thymuline par le thymus et la stimulation de la proliférationdes ovogonies dans les ovaires co-
cultivés dans ces conditions n'a pas lieu. Comme nos travaux antérieurs avaient montré que
l'hypophysectomie foetale avait pour conséquenced'accroîtrela multiplication des cellules germinales
ovariennes, l'ensemble des résultats suggère que l'axe hypophyso-corticosurrénalo-thymique pourrait
être impliqué dans le contrôlede la prolifération des ovogonies m vivo.

Thymus and thymulin increase the proliférationof oogonia in foetal rat ovary
in vitro

Abstract — In rat ovaries explanled on day 13,5 p. c. and cultured in vitro for up to 6 days, the
number of germ cells is enhanced in thymulin-supplemented médium and/or after co-culture of the
ovarian explants with foetal thymic tissue compared to ovaries cultured in synthetic médium.
Corticostérone added to the médium prevents the sécrétion of thymulin by the foetal thymus and in
that condition the thymus does not influence the prolifération of oogonia. Thèse results provide
additional évidence that the piluitary-adrenal-thymicaxis might be involved in the control of oogonia
prolifération in vivo, laking into account our previous expérimentalfinding that the number ofgerm
cells is increased in ovaries ofhypophysectomizedfoetuses.

Abridged English Version — We recently reported that hypophysectomy in foetal rabbit
increased the prolifération of oogonia in foetal ovaries compared to controls[1]. In view of
the fact that hypophysectomy in the foetus induces hypertrophy of the thymus [2] which can
be prevented by ACTH administration[3], we hypothesized that hypophysectomy also stimu-
lâtes the production of a thymic factor which increases oogonia prolifération.

To détermine if the thymus and/or thymic hormones hâve such an action on oogonia
prolifération, we performed in vitro experiments. The techniques employed for the explanta-
tion of gonads and their associated mesonephroi, the culture in vitro and the identification
of the sex of the rat foetuses are reported elsewhere ([5], [6]). Germ cell counting was done
in sériai sections of each pair of the explanted ovaries.

In a first set of experiments, we compared the number of oogonia présent in foetal ovaries
explanted on day 13.5 and cultured in vitro from 3 to 6 days: 1) in fresh synthetic médium
CMRL 1066; 2) in co-culture with immersed fragments of th3'mus from 17-day-old foetuses;
3) in médium containing 125 ug/ml or 1 pg/ml of thymulin (Bachem, Switzerland). The
number of oogonia was significandy increased in ovaries co-cultured with thymus or cultured
in médium supplemented with thymulin compared to ovaries grown in sj'nthetic médium
(Table).

Sécrétion of thymulin in the culture médium by foetal thymus was demonstrated by the

use of a bioassay based on the ability of thymulin to restore the inhibitory effect of azathio-
prine on rosette formation in spleen cells from adult thymectomized mice [7] (study made
by M. Dardenne).

In a second set of experiments, we compared the number of oogonia présent in foetal rat
ovaries explanted on day 13.5 and cultured in vitro for 4 days: 1) in médium supplemented

Note présentée par Jean-François BACH.
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with 1 pg/ml of thymulin, changed every day; 2) in mediUm supplemented with lOpg/ml of
thymopentin which corresponds to the biological active residues of the thymopoietin[9]; 3) in
médium supplemented with 100 ug/ml of corticostérone; 4) with immersed fragments of thy-
mus from 17-day-old foetus; 5) in co-culture with immersed fragments of thymus removed

on day 16 p. c. in médium supplemented with 100 ug/ml of corticostérone, changed the
following day, concomitant with the addition of the ovaries in the culture dish; 6) in co-
culture with immersed fragments of foetal spleen.

The number of germ cells was significantly increased in ovaries cultured in médium
supplemented with thymulin or co-cultured with fragments of thymus when compared to
ovaries grown in fresh médium. In contrast, for the rest of the expérimental conditions,
increase in numbers of germ cells failed to occur. Additionally, the présence of corticostérone
in the médium prevented the fragments of thymus from |secreting thymulin.

The data mentioned in the first set of experiments indicate that the period of sensibility
to the stimulation of the oogonia prolifération by thymulin occurs between the day of
explantation i.e. 13.5 days p.c. and the 3rd day in culture, corresponding to 16.5 days p. c,
when the extensive multiplication of oogonia occurs in utero [12].

In summary, the présent results considered in addition to the fact that hypopby'sectomy
increases the number of germ cells [1] indicate that the pituitary-adrenal-tltymic axis might
be involved in the régulation of oogonia prolifération

...
vivo.

INTRODUCTION. — Récemment,nous avons montré que l'hypophysectomie par décapita-
tion in utero stimulait la multiplication des ovogonies

j
dans l'ovaire foetal de lapin [1].

L'interprétation de ce résultat suggérait que la décapitation des foetus, connue pour
induire une hypertrophie du thymus [2] qui peut être corrigée par l'administration
d'ACTH [3], pourrait éventuellement stimuler la production, par le thymus, d'un facteur
sérique responsable de la stimulation de la proliférationides ovogonies.

Le but de la présente Note est d'apporter la preuve que le thymus foetal, en sécrétant
in vitro de la thymuline stimule les mitoses ovogoniales.

MATÉRIELET MÉTHODES. — On a utilisé des rats WistarCF (souche du C.N.R.S.), l'âge
des foetus est compté à partir de l'heure estimée de l'ovulation, soit 2 h du matin [4]. Les
femelles gestantes sont reconnues par palpation 13 jours après la nuit de la cohabitation
avec un mâle.

Les techniques de culture et de détermination du sexe des foetus ont été rapportées
antérieurement ([5], [6]). Les deux ovaires des foetus de 13,5 jours sont prélevés ensemble
avec leur mésonéphros et cultivés sur grille.

Les thymus de foetus de 16 ou 17 jours (cf. première ou deuxième série d'expériences)
et la rate de foetus de 17 jours sont coupés en fragments de 1 m3 environ, avant d'être
placés en culture, immergésdans 0,8 ml de milieu CMRL1066(Eurobio, Paris) additionné
d'antibiotiques.

Les cultures ont été maintenues à 36±1°C dans un mélange gazeux comprenant 5%
de C02 et 95 % d'air. Au terme de la période de culture, les explants sont fixés dans
le liquide de Bouin et les coupes sériées sont colorées à l'hématoxyline-éosine. Les
cellules germinales sont dénombrées dans les coupes sériées de chaque paire d'ébauches
ovariennes.

La sécrétion de thymuline dans les milieux de culture par les fragments de thymus a
été mise en évidence en utilisant un test biologique fondé sur la capacité de restaurer
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TABLEAU

Nombre de cellules germinales présentes dans les deux ovaires
prélevés sur des foetus de 13,5 jours et placés en culture in vitro (")

Number ofgerm cells in both ovaries
from 13.5 day-oldfoetuses and culturedfor 4 days in vitro.

Nombre de jours de culture
(le nombre de cultures est indim'é entre parenthèses)

Condition de culture 3 4 -> 6

Milieu frais 5579±291 (12) 15449± 1090(20) 6114±816(6) 5480±422(13)
Co-culture avec du thymus 9 527±369 (h) (l 1) 21 503 ± 582 (c) (14) 10108 ± 668 (b) (9)

Co-culture avec de la rate - 14847*453(0(7)
Thymuline (125mg/ml) 17 345± 954 (*) (8) 24424*648 0(15) 15 767±766(fc)(9) 13 032± 1388 f) (8)

Thymuline(lpg/ml) 23 105± 1308 (*) (6)

Thymuline (1 pg/ml) (*) 23 241 ± 647 (") (4)

Thymopentine (10 pg/ml) 13 332±905 0(5)
Milieu frais-)-corticostérone

(100 ng/ml) 14457± 967 (") (5)

Co-culture avec thymus+cortico-
stérone (100 ug/ml) 14 524±7770 (6)

(*) Milieu changé chaque jour.

(*) Médium changedevery day.

O Nombremoyen+ S.E.M.

(") Number ofgerm cells in both ovaries explantedfrom 13.5-day-oldfoetuses(values are mean+ S.E.M.).

(*) (P<0,001), (c) (P<0,01), (d) (différencenon significative)par rapport aux ovaires cultivés dans du milieu frais (test t de Student).

Significantdifférence when compared with ovaries cultured in fresh médium (Sludent's t test).

l'effet inhibiteur de l'azathioprinesur la formationde rosettes chez les souris thymectomi-
sées (étude faite par M. Dardenne) [7].

Première série d'expériences. — Les ébauches ovariennes ont été cultivées pendant 3 à
6 jours : 1) dans du milieu frais; 2) en co-culture avec quatre fragments de thymus de
foetus de 17 jours prélevé le matin et placés in vitro; les ovaires sont prélevés l'après-midi
du même jour, puis introduits dans les boîtes de culture; 3) dans du milieu additionné
de 125 ug/ml ou 1 pg/ml de thymuline (Bachem, Suisse). Cette dernière concentrationest
environ quatre fois plus élevée que la concentrationplasmatique d'un humain adulte [8].

Deuxième série d'expériences. — Les ébauches ovariennes ont été cultivées pendant
4 jours : 1) dans du milieu frais additionné de 1 pg/ml de thymuline, renouvelé toutes les
24 h, ou de 10pg/ml de thymopentine, pentapeptide constituant la séquence biologique-
ment active de la thypopoiétine, autre hormone thymique [9], ou bien encore de 100 ug/ml
de corticostérone, concentration 5 à 6 fois plus élevée que la concentrationplasmatique
d'un foetus de rat de 17,5jours ([10], [11]); 2) avec des fragments de thymus prélevés à
16jours et cultivés dans du milieu additionné de 100 pg/ml de corticostérone, le même
milieu est renouvelé le jour suivant, juste avant que les ébauches ovariennes soient placées
dans les boîtes de culture; 3) avec des fragments de rate prélevés le même jour et cultivés
dans du milieu frais.

RÉSULTATS. — Le tableaumontre l'ensemble des résultats. Dans les ébauches ovariennes
explantées à 13,5 jours et cultivées in vitro pendant 3 à 6 jours dans du milieu frais, le
nombre des cellules germinales augmente pendant les 4 premiers jours de culture puis
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décroît rapidement. Cette évolution confirme les résultats déjà rapportés à la suite
d'observations faites in vivo[l2] et in vitro[5].

Cependant, si on considère qu'au moment de l'explantation des ébauches ovariennes,
à 13,5 jours p. c, le nombre des cellules germinales présentes dans les deux gonades, est
d'environ 2 500 ([5], [13]), après 3 jours de culture, le nombre des cellules germinales est
multiplié par 2,2 dans les ovaires cultivés dans du milieu frais, par 3,8 dans les ovaires
co-cultivés avec des fragments de thymus et par 6,9 lorsque de la thymuline a été ajoutée

au milieu de culture.
Après 4, 5 ou 6 jours de culture, le nombre des cellules germinales est toujours plus

élevé dans les ovaires cultivés dans du milieu supplémenté en thymuline, ou en présence
de thymus que dans des ovaires cultivés dans du milieu frais.

Les différentes concentrations de thymuline présentes dans le milieu de culture
(125 ug/ml ou 1 pg/ml) ou bien le renouvellementquotidien du milieu de culture supplé-
menté en thymuline ne modifient pas le taux de prolifération des ovogonies puisque les
nombres de cellules germinales ne sont pas significativement différents après 4 jours de
culture.

Les fragments de thymus cultivés in vitro libèrent dans le milieu de culture une quantité

non négligeable de thymuline; cette sécrétion est inhibée lorsque de la corticostérone est
ajoutée au milieu de culture.

Les cellules germinales dénombrées dans les ébauchés ovariennes cultivées pendant
4 jours dans du milieu neuf, ou additionné de corticostérone, ou de thymopentine, ou
bien co-cultivées avec des fragments de rate ou bien encore avec des fragments de thymus
dans du milieu supplémentéen corticostérone, ne sont pas statistiquement différentes.

DISCUSSION. — Les résultats indiquent que le thymus stimule in vitro la prolifération
des ovogonies, contrairement à la rate, autre organe lymphoïde. Us montrent aussi que
le thymus exerce son activité en libérant de la thymuline dans le milieu de culture et que
celle-ci est probablement la seule hormone thymique impliquée dans la stimulation de la
multiplication des cellules germinales ovariennespuisque cette dernière n'a pas lieu quand
de la thymopentine est ajoutée au milieu de culture.

Après 3 jours de culture, le nombre de cellules germinales est au plus haut dans les
ébauches ovariennes cultivées en présence de thymuline, il est moindre dans les ovaires
co-cultivés avec des fragments de thymus, et bien inférieur quand les ovaires sont cultivés
dans du milieu frais.

Au cours des 3 joui
_

suivants in vitro, et à chaque stade, les différences entre les
nombres de cellules germinales présentes ne varient guère que les ovaires soient cultivés
dans du milieu frais, co-cultivés avec des fragments de thymus ou dans du milieu
supplémenté en thymuline. Force est donc d'admettre que la thymuline ne stimule la
prolifération des ovogonies que pendant la période comprise entre le jour de l'explanta-
tion, au 13,5e jour p. c, et le 3e jour de culture, correspondant à 16,5jours in utero,
stades où le taux des mitoses ovogonialesest le plus intense in utero [12].

Enfin, il est clair que les corticosurrénales foetales exercent deux effets inhibiteurs sur
le thymus foetal : d'une part, sur son développement puisque l'administration d'ACTH
prévient l'hypertrophie du thymus [3] qui survient après la décapitation des foetus [2],

d'autre part sur son fonctionnement puisque l'addition de corticostérone au milieu dans
lequel sont cultivés les thymus empêche ceux-ci de sécréter de la thymuline. Par ailleurs,

comme la décapitation de foetus de lapin stimule la prolifération des ovogonies [1], il est
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tentant de penser que, dans les conditions physiologiques normales, l'axe hypophyso-
corticosurrénalo-thymique pourrait réguler la multiplication des ovogonies.

Travail effectué grâce à une subvention de la Fondation pour la Recherche médicale.
Nous remercions Jeanne Hoffbeck et Simone Perlman pour leur collaborationtechnique, Mireille Dardenne

Q..N.S.E.R.M.U. 25, C.N.R.S. LA. 122, Hôpital Necker, Paris) pour la qualité de ses conseils,pour nous avoir
gracieusementdonné de la thymopentine, enfin pour avoir recherché la présence de thymuline dans les milieux
de culture, les docteurs RoxaneAgelopoulou et Gilbert Meal pour avoir revu la version anglaise.

Note remise le 8 juillet 1991, acceptée après révision le 4 septembre 1991.
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Fibres longues ascendantes dans les colonnes dorsales d'un
poisson téléostéen : une voie disynaptique reliant des

organes sensoriels au cervelet

Thomas SZABO, Simone LIBOUBAN, Michèle RAVAILLE-VÉRON

Résumé — Contrairement à l'opinion courante selon laquelle il n'y a pas de fibres longues
ascendantes proprioceptives et tactiles dans les colonnes dorsales spinales des téléostéens, l'on a pu
démontrer, par des méthodes de dégénérescenceet de transport axonal, la présence de telles fibres
dans les colonnes dorsales du poisson téléostéen Gnalhonemuspetersii. Ces fibres prennent leur
origine dans des cellules ganglionnaires spinales et sont par conséquent des fibres afférentes qui
relient directement des organes sensoriels périphériques, via les colonnes dorsales, aux noyaux
latéraux funiculaires (Fl2), lieu de terminaison des fibres des colonnes dorsales. Contrairementaux
noyaux des colonnes dorsales des vertébrés supérieurs, les noyaux Fl2 ne se projettent pas sur le
thalamus du diencéphale mais sur le lobe caudal et sur le lobe secondaire du corpus cerebelli. Les
organes sensoriels sont ainsi reliés au cervelet par une voie disynaptique. Comme le lobe caudal se
projette directement sur le lobe électrosensoriel, cible des afférences électrosensorielles, l'existence
de la voie disynaptique chez G. petersii suggèreun contrôleproprioceptifdes afférencesélectrosenso-
rielles.

Long ascending dorsal column fibers in a teleost fish: a disynaptic pathway
Connecting sensé organs to cerebellum

Abstract — In spite of the generally accepled opinion that long ascendingproprioceptiveand tactile
fibers do not occur in the spinaldorsal columns of teleostfish, it M'as demonstratedwith degenerationand
axonal transport tracing methods that such dorsal columnfibers exist in the teleostfish Gnathonemus
petersii. Thèse fibers are in fact common spinal afférent fibers originating in spinal ganglion
cells. They connecl the peripheral sensé organs with the latéralfunicular nuclei (Fl2) in which the
dorsal columnfibers terminale, direclly through the dorsal columns. In contrast to the dorsal column
nuclei ofhigher vertébrales, the FI- nuclei do not project to the diencephalic thalamus but to the caudal
lobe and the second lobe (C2) of the corpus cerebelli. Thus, sensé organs and cerebellum are connected
by a disynapticpathway. Since the caudal lobe projects direct/y to the eleclrosensorylobe, that is, to
the target of electrosensoryafférents, the présence ofa disynapticpathway in G. petersii suggests the
existenceofa proprioceptive control of the electrosensoryinput.

AbridgedEnglish Version — INTRODUCTION. — Long ascending fiber Systems carrying pro-
prioceptive and tactile information are characteristic of the central nervous System of higher
(mammalian) vertebrates. In the spinal cord of mammals there are two important, classically

known, pathways: the spinocerebellar pathway with a dorsal and ventral component and the
dorsal column tract. Both spinocerebellar tracts project direcdy from différent levels of the
spinal cord to the corpus cerebelli, whereas the dorsal column tracts conduct sensory informa-
tion direcdy from the peripheral sensé organs to the dorsal column nuclei, which in turn
project to die diencephalic thalamus. With regard to the brain, both Systems are disynaptic
pathways.

Recently, Szabo el al. [1] reported that the spinal cord of the weakly electric teleost fish

Gnathonemus petersii possesses a long spinocerebellar pathway direcd)^ Connecting spinal

segments with the cerebellar caudal lobe. In the présent investigation we demonstrate in

this fish the existence of a second long ascending spinal pathway which presumably carries

the proprioceptive information necessary to evaluate the body configuration at each instant
of electric impulse (field) émission.

Note présentée par Yves LAPORTE.
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MATERIAL AND METHODS. — Altogether ten spécimens of
;
Gnathonemuspetersii (Mormyri-

dae) were used in this study: two for Fink Heimer degeneration [2] and eight for HRP
tracing. Prior to surgery, the animais were anesthetized with MS222 (tricaine methansulfo-
nate, Sandoz). The survival time was 25 days for degenerationand 2-5 days for HRP axonal
transport. For the two types of experiments the animais were perfused intracardially with
4% formaldehyde or with a solution containing 2% formaldehyde and 2% glutaraldehyde
made up with 0.1 M phosphate buffer (pH 7.4). The brains were eut on a freezing micro-
tome in 25 or 40 um thick sériai sections and the HRP was revealed according to a modified
Hanker Yates method [3]. The mounted sections were counterstained with 0.1% cresyl
violet.

RESULTS. — Fink Heimer degeneration. — In the 47 segment long spinal cord of G. petersii
transections were made at the 34th segment. After a survival of 25 days a massive degenera-
tion was observed in the dorsal columns, which extended rostrally from the section up to
the spinobulbar limit. The degenerated fibers penetrated the second latéral funicular nuclei
(Fl2) in the rostral part of which a heavy terminal degeneration could be observed. No
degeneration was observed in the dorsal white matter rostrally to the Fl2 or in the dorsal
column caudal to the section. In addition, degeneration occurred in the ventral as well as
in the dorsal [1] parts of the latéral columns. In contrast, the ventral column was entirely
degenerated caudal to the section whereas it appeared intact rostral to the section.

HRP tracing. — 1) After HRP application to the 30/34 spinal nerves, labeled fibers appea-
red in the dorsal column. Some of the dorsal root fibers coursing direcdy from the periphe-
ral sensé organs ascended in the dorsal column (Fig. 1, A and G).

2) Application of HRP to more rostral spinal nerves, e. g. first; segmentai or spinal occipital

nerve, demonstrated that afférent fibers enter the spinal cord and run in the dorsal column
to terminate in the most caudal portion of Fl2 (Fig. 1, B and C).

3) If a deposit of HRP was made in FI2, a large number: of fibers were retrogradely
labeled in the dorsal column (Fig. 1, D). In contrast, HRP injection into the dorsal white
matter rostrally to Fl2 left the dorsal column unlabeled but cell bodies in Fl2 were retrogra-
dely labeled.

Also, following HRP injections into Fl2, labeled fibers could be traced in the dorsal white
substance of the bulb. Running rostrally, thèse fibers divided in two tracts at the rostroven-
tral end of the electric lobe: one tract coursed caudally on the ventral edge of the caudal
lobe where it terminated; the other tract ran rostrally, and crossed the midline in the
decussation of the second lobe of the corpus cerebelli in which it ended.

4) HRP injections into the caudal lobe granular layer labeled the same fiber tract as well

as a large number of cell bodies in the Fl2 (Fig. 1, F).

DISCUSSION. — The présent results bring clear évidence that in the teleost fish G. petersii,
spinal afférent fibers from caudal as well as from rostral spinal segments project direcdy to
the second latéral funicular Fl2 nuclei in the bulb. In turn, the i latter form a pathway, the
bulbocerebellar tract, which end simultaneously with their bifurcating axons in the granular
layer of the caudal lobe and in the second lobe of the corpus cerebelli (Fig. 2). Thus, in
this teleost fish, similarly to higher vertebrates, sensory information is carried direcdy from
peripheral sensé organs through the dorsal columns up to die bulbospinal border, However,
the Fl2 nuclei of G. petersii project to the cerebellum and not to the thalamus as do the
dorsal column nuclei in mammals. Therefore, Fl2 should radier be considered as the external
cuneate nucleus which in mammals projects, as in this fish, ipsilaterally to the cerebellum [5].
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The results complète earlier findings [6] according to which primary trigeminal afférents
project to the first latéral funicular nuclei ([6], [7]), which in turn constitutes together with
the Fl2, the bulbocerebellar tract terminating in the caudal lobe [7].

The dorsal column fibers are not the only ascending spinal System to the cerebellum in
G. petersii. As mentioned in the introduction, another long ascending pathway arises in the
latéral spinal nucleus and connects the spinal segments direcdy through the latéral columns
and by the intermediate latéral reticular nucleus to die cerebellar caudal lobe and to the first
and second lobes of the corpus cerebelli, Cj [8] and C2, respectively (Fig. 2).

As to the functional aspect of the system, electrophysiological experiments hâve demonstra-
ted the existence of trigeminal afférent impulses which were modulated by stretch of différent
muscles i.e. muscles of the chin process [9]. In the same muscles Srivastava ([10], [11])
found sensory terminais at the tendon/muscle junctions and on the elastic cartilage of the
chin process. Recently, Serrier et al., [12] hâve recorded unit activity in the caudal lobe
which appear to be influenced by both passive and active movements of the fish's body.

Ail thèse data corroborate die conclusion that G. petersii possesses a well developedproprio-
ceptive system which hâve similar characteristics to those of higher vertebrates. This sj_tem
in G. petersii appears to be suited to correct ambiguities in electrosensory information, due

to the change in the emitted electric field configuration provoked by body movements. Such
control appears to be necessary since identicai electrosensory information may arise for two
différent object locations if the electric field configuration for one location is modified by a
change in the relative tail (electric organ)/body position. The long ascending pathway,
presentiy described, could carry the proprioceptive information necessary to résolve ambigui-
ties in such electro-sensory réponses.

INTRODUCTION. — Des voies longues ascendantes spinales conduisant des influx proprio-
ceptifs et tactiles sont caractéristiques du système nerveux central des vertébrés supérieurs.
Dans la moelle épinière des mammifères on trouve deux voies ascendantes importantes :

la voie spinocérébelleuseavec ses deux composantes dorsale et ventrale et le tractus des
colonnes dorsales. Les deux voies spinocérébelleusesse projettent à partir de différents
niveaux spinaux directement sur le cervelet tandis que les tractus des colonnes dorsales
conduisent directement des informations sensorielles périphériques aux noyaux des colon-

nes dorsales, qui à leur tour se projettent sur le thalamus du diencéphale. Par rapport
au cerveau les deux systèmes sont des voies disynaptiques.

Récemment Szabo et coll. [1] ont montré l'existenced'une voie spinocérébelleuselongue
chez le poisson téléostéen à faible décharge G. petersii laquelle relie directement les
segments spinaux caudaux et rostraux au lobe caudal du cervelet. Dans cette étude, il

est démontré que ce même poisson possède une deuxième voie ascendante spinale qui
transmet vraisemblablement des informations sensorielles nécessaires à l'évaluation de la
configuration du corps à chaque instant de l'émission électrique.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Dix G. petersii ont été utilisés dans cette étude: deux pour
la méthode de dégénérescenceFink Heimer [2] et huit pour le marquage par la peroxydase
du Raifort (HRP). Pour les procédures chirurgicales, les animaux ont été anesthésiés par
le tricaine methanosulfonate (MS222 Sandoz). La période de survie a été de 25 jours
pour la dégénérescenceet de 2 à 5 jours pour le transport axonal d'HRP. Les animaux
ont été perfusés par voie intracardiaque,par du formaldehyde à 4 % pour la méthode de
Fink Heimer, tandis que pour le marquage à l'HRP la solution contenait 2 % de
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formaldehyde et 2 % de glutaraldéhyde dans un tampon jphosphate 0,1 M (pH 7,4). Les
cerveaux ont été débités en coupes sériées de 25 ou 40 um d'épaisseur à l'aide d'un
microtome à congélation. L'HRP a été visualisée par une méthode modifiée de Hanker
Yates [3]. Les sections montées ont été colorées par le violet de crésyl à 0,1 %.

RÉSULTATS. — Dégénérescence de Fink Heimer. — Pour mettre en évidence des fibres
ascendantes dans la moelle épinière longue de 47 segments de G. petersii une transsection
totale a été pratiquée au 34e segmentjuste en avant de l'organe électrique. Après 25 jours
de survie, une forte dégénérescence apparaît dans les colonnes dorsales qui s'étend
rostralement de la section jusqu'à la limite spinobulbaire. Les fibres dégénérées qui
pénètrent dans les seconds noyaux funiculaires latéraux (Fl2) se terminent massivement
dans sa partie rostrale; la dégénérescence ne s'étend ni au-delà de la substance blanche
dorsale du bulbe, ni dans la moelle, caudalement à la section. De plus, des fibres
dégénérées apparaissent dans la partie ventrale et dorsale des colonnes latérales. En
revanche, les colonnes ventrales sont complètement dégénérées caudalement à la section,
tandis qu'elles sont rostralementintactes. ;

Marquage par transport axonal. — 1) Si des cristaux de HRP sont déposés sur les 30-
34e nerfs spinaux, des fibres marquées sont observées dans la colonne dorsale ipsilatérale
(fig. 1, A). Une partie des fibres des racines dorsales, q'est-à-dire des fibres afférentes
primaires, peut être suivie directement dans la colonne (fig. 1, G) tandis que la majeure
partie de la racine pénètre dans la corne dorsale et la substance grise centrale.

EXPLICATIONSDES PLANCHES

Planche I

Fig. 1. — A. Section longitudinale de la moelle épinière montrant des fibres ascendantes marquées dans la
colonne dorsale gauche après application de peroxydase sur le 30e nerf spinal sectionné. La flèche indique la
30e racine dorsale dont les fibres marquées montent dans la colonne dorsale ipsilatérale. B. Section trans-
versale de la moelle épinière au niveau spinobulbaire montrant des fibres marquées de la colonne dorsale
pénétrant (double tête de flèche) et se terminant (tête de flèche) dans, le noyau Fl2 gauche. Notez des fibres
marquées de la racine ventrale (flèche double) et des motoneurones(flèche) du segment spinal correspondant.
C. Fibres marquées de la racine dorsale (flèche) pénétrant dans la colonne dorsale (de). D. Marquage
rétrograde dans les deux colonnes dorsales (de) après injection dé la peroxydase dans les noyaux Fl2
symétriques. E. Dégénérescence terminale dans la partie rostrale des deux noyaux Fl2 après transsection
totale de la moelle épinière au 34e segment spinal. F. Marquagerétrogradedes neurones du noyau Fl2 après
injection de la peroxydase dans la partie postérieure granulaire du lobe caudal. G. Section longitudinale de
la moelle épinière montrant des fibres de la racine dorsale pénétrant (flèche) et montant (tête de flèche) dans
la colonne dorsale ipsilatérale (de). A-P : Orientationantéro-postérieure.

Fig. 1. — A. Longitudinal section of the spinal cord showing ascending labeledfibers in the dorsal column after
HRP application to the seclioned 30./; spinal nerve. Arrow points to the 30//. dorsal root from which the
labeledfibers arise. B. Transversesection of the spinal cord showing labeled dorsal columnfibers penelrating
(double arrowheads) and lerminating (arrowheads) in the left Fl2 at \lhe bulbo-spinal border. Note labeled
-ventral root fibers (double arrows) and motoneurons(arrow) of the corresponding spinal segment. C. Labeled
dorsal root fibers (arrow) penelrating into the dorsal column. D. Rétrograde labeling in both dorsal columns
(de) after HRP injection into the two symmetrical Fl2. E. Terminal degeneration in the rostralpart ofboth
Fl2 nuclei after total spinal cord transsection al the 34th segment. F. Retrogradely labeled neurons in Fl2
after HRP injection into the posterior part of the granule layer of the caudal lobe. G. Longitudinalsection of
the spinal cord showing labeled dorsal root fibers entering (arrow) and ascending (arrowheads) in the dorsal
column (de). A-P, antero-posleriororientation.
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Planche II

Fig. 2. — A. Dessin schématique de. la voie disynaptique de la colonne dorsale (trait épais) et ses relations

avec la voie spinocérébelleuse (trait fin). Les deux systèmes à fibres longues ascendantes convergent vers le
lobe caudal et se projettent sur les lobes C2 et C! [8] du corpus cerebelli. B. Enregistrement unitaire du nerf
trigeminal de G. petersiimontrant la modulationphasico-tonique de l'activité provoquée par un mouvement
passif du processus mentonnierdu poisson. Trace supérieure : enregistrement oscillographique d'une fibre
unique; trace intermédiaire : fréquence instantanée de l'activitéunitaire; trace inférieure : stimulation mécani-

que (M. H. Faverger, 1981).

Fig. 2. — A. Schematic représentation of the disynaptic dorsal column pathway (heavy Une) and ils relation to the
spinocerebellarpathway (thin Une). Both are longfiber Systems converging in the caudal lobe of the cerebellum
andprojecting to the C2 and Cx [8] corpus cerebelli. B. Singlefiber recordingofthe trigeminalnerve showing
phasic-lonic modulation in its activity by bending of the fish's chin process. Upper Une: recording of a
single fiber; middline: frequency variation in impulse activity during bending; lower Une: mechanical stimulus
(M. H. Faverger, 1981).

2) Un dépôt de HRP sur le premier nerf spinal ou nerf occipital montre que des fibres
afférentes marquées entrant dans la moelle épinière cheminent dans les colonnes dorsales
pour se terminer dans la partie la plus caudale du noyau Fl2 (fig. 1, B et C).

3) Après injections dans les noyaux Fl2 un grand nombre de fibres dans les colonnes
dorsales sont marquées (fig. 1, D). En revanche, une injection de HRP rostralementau
noyau Fl2 ne marque pas de fibres dans la colonne dorsale, mais marque d'une façon
rétrograde des corps cellulaires du Fl2.

En plus, après injection dans le Fl2, des fibres marquées sont observées dans la
substance dorsale blanche du bulbe. Ces fibres courent rostralement et se divisent en
formant deux faisceaux au pôle rostroventraldu lobe électrique : l'un tourne caudalement
et suit le bord ventral du lobe caudal où il se termine ; l'autre court rostrodorsalementet
passe dans la commissure du second lobe du corpus cerebelli du côté contralatéral où il

se termine.
4) Une injection de HRP dans le lobe caudal marque ces mêmes faisceaux qui connec-

tent le bulbe au cervelet ainsi que de nombreuses cellules dans le Fl2.

DISCUSSION. — Ces résultats montrent que les colonnes dorsales de G. petersii ren-
ferment des fibres longues ascendantes qui connectent directement des organes sensoriels
périphériques aux noyaux funiculaires latéraux Fl2, c'est-à-dire aux noyaux des colonnes
dorsales. Les cellules du Fl2 donnent naissance à un tractus bulbocérébelleux, qui se
projette à la fois dans la couche granulaire du lobe caudal et dans le lobe secondaire du
cervelet (fig. 2). Par conséquent, dans ce poisson téléostéen, comme chez les vertébrés
supérieurs, les informations sensorielles sont conduites directement depuis les organes
sensoriels jusqu'au niveau spino-bulbaire par les colonnes dorsales. Toutefois, les noyaux
Fl2 de G. petersii se projettent sur le cervelet et non comme chez les vertébrés supérieurs,
sur le thalamus. C'est pourquoi les noyaux Fl2 doivent être considérés comme l'homolo-
gue des noyaux cuneatus externes qui chez les mammifères se projettent sur le cervelet [5].

Ces résultats complètent des données antérieures [6] selon lesquelles les afférences
primaires trigéminales, les équivalents du système afférent spinal, se projettent dans les
premiers noyaux funiculaires latéraux Flj ([6], [7]) qui forment ensembleavec les seconds
noyaux funiculaires latéraux Fl2, le tractus bulbocérébelleux qui se termine dans le lobe
caudal du cervelet [7].

La voie des colonnes dorsales n'est pas le seul système ascendant vers le cervelet
présent chez G. petersii. Comme cela a été évoqué dans l'introduction, un autre système



420 C. R. Acad. Sci. Paris, t. 313, Série IH, p. 413-420, 1991

de fibres longues ascendantes existe dans les colonnes latérales. Celui-ci relie les différents
segments de la moelle épinière directement ou par le noyau réticulé latéral bulbaire aux
lobes Cj [8] et C2 du cervelet (fig. 2), et converge, à ce niveau, avec les fibres des
colonnes dorsales.

Considérant les aspects fonctionnels de ce système, il'a été démontré qu'il existe dans
le nerf trigeminal des fibres afférentes qui conduisent des impulsions sensorielles dont
l'activité est modulée par les mouvements passifs, c'est-à-dire des étirements des muscles
du processus mentonnier [9]. Dans ces mêmes musclés Srivastava ([10], [11]) a pu
identifier des terminaisons sensorielles à la jonction musculo-tendineuse et sur la surface
cartilagineuse du processus mentonnier. Récemment, Serrier et coll. [12] ont détecté des
activités unitaires dans le lobe caudal qui sont modulées par des mouvements passifs et
actifs du corps du poisson.

Toutes ces données permettentde conclure que G. petersii possède un système proprio-
ceptif similaire à celui des vertébrés supérieurs. Ce système pourrait servir à éviter les
ambiguïtés dans le système d'électrolocation dues aux |Changements provoqués par les

mouvements du corps dans la configuration du champ électrique émis. De tels contrôles
sont effectivement nécessaires, car des informations sensorielles peuvent être identiques

pour deux positions différentes d'un objet si la configuration du champ électrique pour
une des positions est modifiée par un changement d'orientation du pédoncule caudal
(qui renferme l'organe électrique) par rapport au corps. Les voies longues ascendantes
pourraient fournir les informations proprioceptives et/ou tactiles destinées à clarifier les
ambiguïtés dans de telles réponses électrosensorielles.

Note remise le 5 août 1991, acceptée le 28 août 1991.
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Implication du système glutamatergique de l'amygdale au
cours des crises généralisées provoquées par le soman :

comparaison avec l'hippocampe

Guy LALLEMENT, Pierre CARPENTIER, Agnès COLLET, Irmine PERNOT-MARINO,

Dominique BAUBICHON, Henri SENTENAC-ROUMANOU et Guy BLANCHET

Résumé — La mesure par microdialyse intra-amygdalienne du taux extracellulaire du glutamate
montreune augmentation rapide et soutenue de ce neurotransmetteurau cours des crises généralisées
provoquées par un composé organophosphoré inhibiteur irréversible de l'acétylcholinestérase, le
soman. L'élévation du taux de glutamate est plus rapide que celle que nous avions observé dans
l'hippocampe lors d'une étude précédente. Un tel fait suggère que lors d'une intoxication par le
soman, l'amygdale est impliquée précocement dans le déclenchement de l'état convulsif. D'autre
part, l'étude ex vivo, par autoradiographiequantitative, de la liaison de la TCP (thiényl-phencycli-
dine) tritiée dans l'amygdale, ne révèle pas d'ouverture des canaux ioniques liés aux récepteurs du
glutamate sensibles au N-méthyl-D-aspartate (NMDA) au cours des crises généralisées. Nous avions
observéun phénomène inverse dans l'hippocampe. Cette différencepourrait indiquer que la libération
du glutamate s'effectue dans l'amygdale de manière massive et non sous forme de stimuli répétés
comme dans l'hippocampe.

Involvement of glutamatergicsystem in amygdala during soman-induced seizures:
comparison with hippocampus

Abstract — During seizures induced by soman, an organophosphoruscompound, irréversible inhibitor
of acetylcholinesterase,the intra-amygdaloidmicrodialysis of extracel/ular glutamate, an excitatory
amino-acid, showed a suslained increase, more rapid than in hippocampus. Tins resuit suggests an
early involvement of the amygdala in the development of soman-induced seizures. Moreover, the
ex vivo, study by quantitative autoradiographyof the binding of tritiated TCP (thienyl-phencyclidine)
does not reveal an opening of ionic channels linked to N-methyl-D-asparlate (NMDA) sensitive
receptors of glutamate, during seizures, unlike in the hippocampus. This différence could indicate,
accordingto other expérimentalmodels, thaï in amygdala the releaseofglutamate couldoccur massively
without repeated stimuli as in the hippocampus.

Abridged English Version — The involvement of the glutamatergic system in the deve-
lopment of soman-induced seizures was established in hippocampus in previous studies
([1], [2]). This conftrmed the hypothesis that non-cholinergic mechanisms may participate
in the séries of events which follow the administration of anticholinesterase nerve agents [5].

The activation of N-methyl-D-aspartate glutamate receptor subtypes plays a ke}' rôle during
thèse phenomena[1]. The aim of this study was to détermine if the glutamatergic system
was involved in another epileptogenic area, the amygdala ([6], [7], [8]), and to specify its
mechanism. The glutamate level was measured by microdialysis during soman-induced sei-

zures and the activation of NMDA receptors was observed by the binding of 13H | TCP (N-
(l-2[thienyl]cyclohexyl) piperidine) a sélective ligand for the ionic channel associated to
NMDA receptors.

MATERIAL AND METHODS. — Extracellular glutamate levels were measured in amygdala on
freely moving rats. 4 days before dialysis, a guide probe was implanted according to the
following coordinates[15] A: —2.8; L = 5; V= — 7.8mm. The probe (240 um diameter,
membrane length 1 mm) was then perfused with normal saline 0.9% (w/v). The perfusate

Note présentée par Robert NAQUET.
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samples are collected at 10 min. intervais. After baseline establishment (1 hr.), animais were
given 0.9LD5O soman (90ug/kg; s. c). Amino acids were!measured according to the method
of Durkin[16].

The analysis of NMDA-receptor activation was performed on brain slices obtained from
poisoned rats (1 LD50 of soman). The animais were decapitated after 10 or 40 min. of
seizures (n = 6 for each time). The brains were quickly removed and frozen in isopentane
( —35°C). Slices (15 um thick) including amygdala (levels 19 to 21 of Paxinos and Watson's
atlas [15]) were eut on a cryostat and thaw-mounted on gelatin-coated slices. The ionic
channel associated to the NMDA receptor was identifîed according to Maragos et al. [14]
using a non-competitive antagonist of the receptor: [3H]TCP (45Ci/mmol) at 20nM[13].

RESULTS. DISCUSSION. — The basai level of glutamate was 3.62±1.44x 10~7M (Fig. 1)
(w±SEM;

.. = 8). The concentration increased as early as the pre-seizures period and
remained sustained throughout the experiment. This finding, compared with hippocampus,
where no increase was observed during the pre-seizure period, proved that the amygdala was
involved earlier than the hippocampus in development of soman-induced seizures [5].
Moreover, because of the projection arising from am}'gdala to the hippocampus[9], the
primary amygdaloid activation could lead to a secondary activation of hippocampal
neurons [7]. The sustained release of glutamate observed; in amygdala during seizures was
not found in hippocampus. A transient and rapid increase of glutamate occurred in CA3
within 30 min. of seizures; in CAj a two-phase variation was observed. Thèse changes
correlated with an increase in hippocampal glutamate uptake. The persistence of a sustained
release in the amygdala could reflect a lack of compensatory uptake mechanism in this area.

On the other hand, the binding of | 3H | TCP does not reveal an opening of ionic channels
linked to NMDA-receptors during severe seizures in the amygdala. An opposite resuit was
found in hippocampus with a progressive activation of NMDA-receptors [1]. Thus, although
the extracellular levels of glutamate were similarly increased in both the am}rgdala and the
hippocampus, there is a différence in the activation of NMDA-receptors. This discrepancy
could reflect a différence in the release of glutamate as suggested by the study of long-term
potentiation[17]. When the glutamate is released by high-frequency puises, it leads to the
activation of NMDA-receptors. On the contrary, when the glutamate is released massively
during low-frequency stimulation it acts only on non-NMDA-receptors.

INTRODUCTION. — Les acides aminés neurotransmetteurslibérés dans la fente synaptique
jouent un rôle important dans le fonctionnement du système nerveux central. Libérés de
manière excessive, ils peuvent être impliqués dans l'initiation ou la propagation des crises
épileptiques généralisées. Lors d'études précédentes, nous avons démontré que le système
glutamatergique de l'hippocampe est impliqué dans les phases d'initiation et de maintien
des crises épileptiques provoquées par un neurotoxique organophosphoré inhibiteur
irréversible de l'acétylcholinestérases(AChE), le soman ([1], [2]). Les récepteurs du gluta-
mate, plus particulièrement ceux sensibles au N-méthyl-D-aspartate(NMDA),sont activés
durant ces phénomènes [1]. L'effet protecteur d'une injection systémique de certains
antagonistes des récepteurs au NMDA dans plusieurs modèles expérimentaux reprodui-
sant des crises épileptiques vient à l'appui de ces résultats ([3], [4]). Les crises observées
ne seraient donc pas liées au seul phénomène d'inhibition de l'AChE et à l'accumulation
d'acétyleholine (ACh) qui en résulte [5].
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Le but de cette étude est de déterminer si, lors d'une intoxication par le soman, des
effets semblables sont observés dans une autre zone épileptogène du cerveau : l'amygdale
([6], [7], [8]). Cette structure possède des connexions bilatérales afférentes et efférentes

avec l'hippocampe[9]. Par ailleurs, il s'agit d'une région où les altérations neuropathologi-

ques dues au soman sont très importantes ([5], [10], [11], [12]).

C'est pourquoi, nous avons étudié les variations du taux extracellulaire du glutamate
dans le noyau basolatéral de l'amygdale par microdialyse intracérébrale au fur et à

mesure du développement des crises généralisées. En outre, l'ouverture du canal ionique
lié aux récepteurs au NMDA a été mesurée grâce à la liaison de 13H | TCP (N-(l-[2thiényl]
cyclohexyl) pipéridine), ligand sélectifd'un site « phencyclidine » localisé à l'intérieur de

ce canal ([13], [14]).

MATÉRIELET MÉTHODES. — Mesure du taux extracellulaire du glutamate. — Les mesures
par microdialyse intracérébrale ont été effectuées sur des rats non anesthésiés, sans
contention. 4 jours avant la dialyse un guide de sonde est implanté chez l'animal selon
les coordonnées stéréotaxiques suivantes[15] A= —2,8; L= 5; V= —7,8mm. Une sonde
de microdialyse est placée le jour de l'expérimentation (diamètre 240 um, membrane
dialysante= 1 mm), puis est perfusée avec du sérum physiologique à 2ul/mn, les dialysats

sont recueillis toutes les 10 mn. Après obtention d'une ligne de base (1 h de perfusion),
les animaux (n = 8) sont intoxiqués avec 1 DL50 de soman (90pg/kg; s. a), les dialysats

sont recueillis pendant 2 h, les signes cliniquesd'apparition des crises sont notés. L'analyse
des acides aminés dans les dialysats (20 (xl) est conduite selon la technique de Durkin[16]
à savoir, dérivatisation par l'orthophtaldialdéhyde,puis analyse par HPLC (Colonne C 8;

5(im Hypersil: SFCC France) en utilisant un gradient linéaire d'acétonitrile (10 à
17% vol/vol) dans un tampon d'acétate de sodium (0,02 M, pH6.2) et détection par
fluorimétrie. La limite de détection du glutamate est voisine de 5.10~9M. Les valeurs
mesurées sont comparées au taux de base par analyse de variance avec mesures répétées
suivies de tests t de Dunnett.

Autoradiographiequantitative. — L'analyse ex vivo des récepteurs du glutamate, sensible

au NMDA a été réalisée, sur coupes d'amygdale obtenues à partir de rats intoxiqués

par 1 DL50 de soman (90 pg/kg; s. c). Les animaux présentant la symptomatologie de
l'empoisonnement par le soman et des crises convulsives depuis 10 ou 40 mn étaient
retenus (n = 6 pour chaque temps). Un lot témoin (n= 6) est constitué d'animaux sacrifiés
30mn après injection de sérum physiologique.

Après décapitation, les cerveaux sont prélevés et congelés rapidement à — 35°C dans
l'isopentane. Les coupes de 15 um d'épaisseur incluant l'amygdale (niveau 19 à 21 de
l'Atlas Paxinos et Watson [15]) sont réalisées sur cryostatet recueillies sur lames gélatinées.

Le canal ionique associé au récepteur du NMDA a été identifié selon la technique de
Maragos et coll. [14] grâce à un antagoniste non compétitif de ce récepteur : la TCP
tritiée (45 Ci/mmol, Amersham, Les Ulis, France) à la concentration de 20 nM (tampon
Tris HCl 50 mM, pH7,4).

Après 45 mn d'incubation à 22°C, les coupes sont lavées, séchées puis placées en
contact durant 28 jours à 4°C avec un film Amersham Hyperfilm3H. Des échelles
standards de radioactivité (Amersham) sont apposées sur le film en même temps. La
densité optique du film lue au niveau de l'amygdale est convertie en fentomoles de ligand
fixées par milligramme de protéines à l'aide des étalons de radioactivité connue, et en
tenant compte de l'activité spécifiquedu ligand. La fixation non spécifique est définie en
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Fig. 1. - Concentration extracellulaire du glutamate dans l'amygdale au cours des crises provoquées par le

soman. Y///A, Taux de base. . Période de pré-crises. F] I, Période de crises : durée de crises
exprimée en minutes. Les valeurs correspondent à la moyenne ± ESM (n = 8). Comparaison statistique par
rapport au taux de base par analyse de variance avec mesures répétées suivie de test, de Dunett. **p<0,0\;
V<0,05.

Fig. 1. Extracellular glutamatelevel in amygdala during soman-inducedseizures. '////A
.
Basai level. HH.

Pre-seizure period. I I, Seizure period: duration of seizures expressed in minutes. Values given are
means ±SEM(n = &). Statistical comparison with basai level performed by variance analysis with repeated
measurementsfollowedby Dunnett's ttest. **p<0.0L *p<0.05.

Fig. 2. — Liaison de la |3H|TCP dans le canal ionique lié au récepteur du glutamate sensible au NMDA
dans l'amygdale au cours des crises provoquées par le soman. Les valeurs correspondent à la moyenne
±ESM (n = 6 pour chaque valeur). Comparaison statistique par rapport au témoin effectué par test non
paramétrique U de Mann-Whitney.

Fig. 2. - Binding of \iH\ TCP in the ionic channel associated with NMDA glutamate receptor sublype in the
amygdala soman-inducedseizures. Values given are means ±SEM (n = 6). Statistical comparisonperformed
by non-parametric U test of Mann- Whitney.

présence de TCP non marquée (10 6M). La comparaison statistique des résultats par
rapport au lot témoin est effectuée par le test non paramétriqueU de Mann-Whitney.

RÉSULTATS. — Taux extracellulaire du glutamate (fig. 1).
— Le taux de base du

glutamate est de 3,62± 1,44.10"7M (wiESM; « = 8).
Après l'injection du toxique et au cours de la période précédant les crises (durée

moyenne = 13,5 mn), le taux de glutamate augmente mais de manière non significative.
Toutefois, chez les animaux ayant présenté une période de latence voisine de 20 mn
(n = 5), le taux de glutamate augmente significativement pour atteindre un maximum de
+ 94% par rapport au niveau de base. Après le début des crises généralisées, nous
observons une très forte augmentation du taux extracellulaire ( + 223 % dans le premier
dialysat recueilli). Le taux reste ensuite élevé durant toute la période de crises (+ 170%
en moyenne par rapport au niveau de base).

Ouverture des canaux ioniques liés aux récepteurs au NMDA (fig. 2). - Ex vivo, la
liaison de la TCP tritiée n'est pas modifiée de manière significative durant le développe-
ment des crises convulsives (fixation témoin : 925 ±138 fmoles/mg protéines; mi ESM;
n = 6).

DISCUSSION. - L'augmentation rapide du taux extracellulaire du glutamate dans
l'amygdale, durant la période précédant les crises convulsives provoquées par le soman,
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traduit vraisembablement une hyperexcitation précoce des neurones glutamatergiques.
Dans un travail précédent, les mesures effectuées au niveau des aires CA3 et CAX de
l'hippocampe n'avaient indiqué aucune augmentation de la libération de ce neuro-
transmetteur, pendant la même période [2]. L'amygdale pourrait donc être une des zones
impliquées dans l'initiation des crises dues au soman comme cela a été suggéré par
McDonoughet coll. [5]. L'activation de l'amygdale pourrait ensuite se propager, grâce à
des trajets afférents [9], vers l'hippocampe [7].

Durant les crises convulsives, l'augmentationrelative du taux de glutamateest compa-
rable dans l'amygdale et dans l'hippocampe (respectivement +223 et +180% au maxi-
mum). Toutefois la cinétique de la libération de ce neurotransmetteurest différente dans
les deux structures. Dans l'aire CA3 de l'hippocampe l'augmentation ne persiste que
durant les 30 premières minutes de crises. En CAj nous avons observé une variation en
deux temps, à savoir une première augmentation suivie d'une diminution après 30 mn
de crises puis une seconde augmentationplus soutenue [2]. Nous avons montré que ces
variations correspondentà une modification de la vitesse de recapture du glutamate par
les cellules gliales ou neuronales de l'hippocampe. La persistance dans l'amygdale d'un
taux extracellulaire élevé pourrait refléter une altération, sous l'effet du soman, d'un tel
système compensateur de recapture.

L'étude de la liaison de la TCP tritiée sur des coupes d'amygdale ne révèle pas
d'ouverture significative des canaux ioniques liés aux récepteurs au NMDA au fur et à
mesure que les crises généralisées se développent. Par contre, dans l'aire CA1 de l'hippo-
campe, la persistance des crises aboutit à une ouverture progressive de ces canaux
objectivée par une fixation accrue de TCP après 40 mn de crises [1]. L'augmentation
similaire du taux extracellulaire de glutamate dans les deux régions ne permet pas
d'expliquer la différence de réponse des récepteurs au NMDA. Toutefois, cette dernière
pourrait être liée à une différence dans le mode de libération du neurotransmetteur.En
effet, des études électrophysiologiques réalisées lors de l'initiation du phénomène de
potentialisation à long terme (PLT) [17] montre qu'une libération soutenue et répétitive
de glutamate, suite à une stimulation synaptique de haute fréquence, aboutit à l'activation
des récepteurs NMDA. Par contre, lorsque le glutamate est libéré de manière exagérée

par une stimulation de basse fréquence, il n'agit que sur les récepteurs non NMDA. Seules
des études similaires réalisées au niveau de l'amygdale et de l'hippocampe permettront de
connaître précisément le rôle du glutamate dans le déclenchement des crises convulsives
provoquées par le soman.

Cette étude a été financée par le contrat DRET 90/1009 J.

Note remise le 16 septembre 1991, acceptée le 19 septembre 1991.
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Latéralisation chez le chat dans une tâche de pointage du
membre antérieur en direction d'une cible mobile

Michèle FABRE-THORPE, Joël FAGOT et Jacques VAUCLAIR

Résumé — La latéralisation de 44 chats a été analysée dans la réalisation d'un geste de pointage
effectué en direction d'une cible mobile. Plus de 50% des animaux (H = 23) se sont révélés très
fortement latéralisés; ils utilisaient un de leurs membres antérieurs pour exécuter plus de 90 % du
total des tentatives effectuées. Parmi ces sujets latéralisés, les gauchers étaient significativementplus
nombreux (.1 = 17) que les droitiers (n = 6). L'analyse des performances visuo-motricesa montré que,
à précision égale, les animaux latéralisés déclenchaientplus rapidement leur mouvement de pointage
que les animaux sans préférence. Pour l'ensemble des 44 sujets, la comparaison des performances
des deux groupes de chats n'a pas fait apparaître de différence en ce qui concerne la durée de
l'exécution du mouvement. En revanche la patte la plus utilisée était plus précise et plus rapide à
déclencher et à exécuter le mouvement que la patte la moins utilisée. Cette étude montre, chez le
chat, une asymétrie de préférence associée à une asymétrie de performance.

Cats paw préférence in pointing towards a moving target
Abstract — In a group of44 cats overtrained on a task where they had to reachfor a moving target,

paw performance and paw préférence were investigated. More than half of the cats (n = 23) were
strongly lateralized in that they used one of their paws to perform more than 90% of the reaching
attempts. Among thèse laleralized cats, left-pawedones («=17) significantly exceededright pawed-
animals (n = 6). Investigatingboth the accuracy and speed scores, the comparison between lateralized
and non-lateralized cats (using a crilerion of 90% lateralizalion) showed that although the accuracy
scores did not differ, lateralized cals were significantly quicker to trigger their movement. No
différence was found concerning the movement time. For the whole group of 44 cats the comparison
between the performance levels obtained with their twoforepaws showed that the morefréquently used
paw was significantlymore accurate andfaster to trigger and to exécute the movement than the less
usedpaw. This study shows that, in pointing towards a moving target, cats display an asymmetry in
paw préférence that is associated with a performanceasymmetry.

Abridged English Version — Whereas in man, the existence of a functional asymmetry
between the two cérébral hémisphères is well established, studies investigating such asymme-
tries in animais hâve only developed since the sixties. Although this question has been
addressed with various species such as parrots [1], mice ([2], [3]), and cats [4], the problem
has usualfy been tackled in subhuman primates, and in gênerai the results hâve been contro-
versial ([5], [6], [7]). In monkeys and apes, a left hand bias was found in visuo-spatial tasks
([8], [9]). That left hand préférence could reflect the specialization of the right hémisphère
in spatial processing. To investigate whether non primate mammals could also display some
forelimb lateralization, we studied the paw préférence of 44 cats trained to perform a pointing
movement towards a moving target. Cats are good candidates for such a study since, as
natural predators, they catch moving preys with their forelimbs. However, only a few studies

are available on lateralization in this species and in none of them was the visuo-motor
performance of each paw analysed and compared ([13] to [16]).

In the task, cats were facing a tilted screen, and each trial started with a sound; the animal
had then to keep still with each of its forepaws placed on a "starting plate". After a variable
delay a spot appeared anywhere on the screen, moving quasi-randomly. The cat had to
reach for it to be rewarded and, in the présent study, its two first reaching attempts were
taken into considération. The animal was free to use any forepaw. The starting plates
allowed the used paw to be automatically recorded and the delay between the onset of the

Note présentée par Pierre BUSER.
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target and the paw lift (/'. e. the reaction time: RT) to be determined. A proximity detector
could record the paw contact with the target on an accurate movement. The delay from
the paw lift to the contact with the target (movement time: MT) was also recorded. After
overtraining (60 trials a day, 5 days a week, for up to 6 months) the cat's visuo-motor scores
were recorded. For each attempt the chosen paw (left or right) and its outcome (whether

accurate or not) were recorded.
We hâve analyzed a total of 23,422 trials performed by the 44 cats. For 16,307 trials

(69.6%) the first attempt correcdy reached the target, the other trials involved the exécution
of two attempts. The total number of attempts (30,537), jwhether accurate or not, was used

to assess the cat's lateralization. For the whole group, 55.6% of the attempts were performed
by the left paw; thus the right paw was used in 44.4% of the attempts. The différence is

not significant. On the other hand, an asjTnmetry was observed in the repartition of the
44 cats when considering the percentage of left paw usage j(Fig. 2). Using a 50% criterion,
half of the subjects were left-pawed (.. = 22) and half were right-pawed (n = 22). However,
with a criterion of 90%, 17 cats were left-pawed, only 6 were right-pawed, the remaining
21 were without préférence. Among the 23 lateralized cats, left-pawed subjects significantly
outnumbered the right-pawed ones (two tailed chi square; p <

.
02).

The analyses of accuracy performance and speed of movement exécution (RT and MT)

were also done for ail cats and for each paw. An accuracy ratio (varj'ing from 0 to 1)

corresponding to the total number of accurate attempts divided by the overall number of
attempts was established. A comparison between the group of lateralized cats (criterion
90%) and the group of cats displaying no préférence showed no significant différence for

accuracy. On the other hand, the lateralized cats (mean RT= 234 ms) were significantly
faster to initiate their movements than the ambidextrous ones (mean RT= 283 ms; two
tailed

.
test, p<0.05). No différence was found when comparing MT. A comparison of

performance levels showed no différence for accuracy, RT or MT, between the left and the
right paws. On the other hand, it was found that the more frequently used paw was
significandy more accurate (two tailed Wilcoxon T Test, p <

.
02), had a shorter RT (270 ms

versus 290 ms, two tailed paired .-test, p <
.
02) and a shorter MT (266 ms versus 285 ms,

two tailed paired f-test, p<.05) than the less used one. This study has shown that, in
pointing towards a moving target, cats can be strongly lateralized. Among thèse animais,
left-pawed cats outnumbered significandy right-pawed ones. The results hâve also shown a
cohérence between paw préférence and paw performance since the more frequendy used paw
is both more accurate and faster to trigger and to exécute the pointing movement. It is

suggested that the motor lateralization shown by the cats may hâve a cognitive origin, with

a possible right hemispheric specialization for spatial processing.

Alors que chez l'homme, l'asymétrie fonctionnelle des deux hémisphères cérébraux est
une donnée classique, les premières recherches sur les asymétries hémisphériques chez
l'animal — qu'elles soient d'ordre anatomique, cognitif pu moteur — n'ont commencé à
se développer que vers les années 1960. Bien que quelques auteurs se soient intéressés à
la latéralisation comportementale dans des espèces aussi diverses que le perroquet [1], la
souris ([2], [3]), et le chat [4], ce problème n'a été le plus souvent abordé que chez les
primates non humains. Pourtant, résultats obtenus et interprétationsproposées divergent
fréquemment. Pour Warren ([5], [6]), la latéralisation chez l'animal n'est pas homologue
de la latéralisation humaine, mais dépendrait principalement d'artefacts expérimentaux
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ou de biais induits par l'environnement. En revanche, l'hypothèse d'une évolution phylo-
génétique de la latéralisation des prosimiens à l'homme a récemment été proposée par
MacNeilage et coll. [7]. Selon ces auteurs, la main gauche prévaudrait initialement pour
les mouvements de capture, alors que la main droite d'abord prépondérante dans le
maintien de la posture chez les prosimiens se spécialiserait ultérieurement pour les
manipulations fines. Au cours de travaux récents nous avons mis en évidence chez le

singe une préférence de la main gauche dans des tâches visuo-spatiales ([8], [9]). Cette
préférence peut refléter la spécialisation de l'hémisphère droit pour le traitement d'in-
formations spatialisées. Certains auteurs ont même suggéré cette spécialisationde l'hémis-
phère droit chez le rat [10] et chez l'oiseau [11]. Qu'en était-il dès lors pour un prédateur
naturel comme le chat, chez lequel les activités motrices visuo-spatiales sont bien
développées? Quelques études menées chez cet animal ont précédemment fait état d'une
préférence marquée pour un des membres antérieurs, mais les résultats sont restés peu
convaincants quant à une préférence gauche ou droite au niveau de la population ([12] à
[16]). En outre, aucune étude comparative des performances visuo-motrices réalisées par
chacune des pattes n'a été, à notre connaissance, effectuée.

Notre travail a porté sur une période de 6 années et regroupe les résultats de 44 chats
mâles. Dans l'exécution d'un mouvement de pointage en direction d'une cible mobile,
activité proche de l'acte naturel de capture de proie, nous avons analysé tout à la fois la
préférence pour l'un ou l'autre des membres antérieurs et les performances de précision

et de vitesse d'exécution.

MATÉRIELET MÉTHODES. — 44 chats mâles d'un poids moyen de 3,5 kg ont été dressés
à exécuter un mouvement de pointage en direction d'une cible mobile [17]. L'animal était
placé (fig. 1) face à un écran incliné sur lequel pouvait apparaître une cible lumineuse

aux déplacements quasi aléatoires. L'essai commençait par l'émission d'un « bip » sonore
lui indiquant de s'immobiliser et de placer chacune de ses pattes antérieures sur une
plaque « de contact ». Après un délai variable (200-2000 ms), le spot apparaissait en un
point quelconque de l'écran. L'animal disposait alors de 10 s pour atteindre la cible et
les deux premières tentatives de pointage effectuées ont été considérées pour cette étude.
Il restait à tout moment libre du choix de la patte qu'il utilisait. Les plaques « de
contact » permettaient de noter la patte (gauche ou droite) effectuant le pointage et de
dater le début du mouvement (correspondantà la perte de contact de la patte avec la
plaque). Lorsque le mouvement de pointage atteignait la cible, l'essai était automatique-
ment interrompu grâce à un détecteur de proximité et le chat recevait une dose de lait.
Les erreurs de pointage étaient appréciées pendant l'expérience par l'expérimentateuren
contrôle vidéo. Les performances des chats étaient enregistrées 5 jours sur 7, et chaque
session comportait 60 essais.

Après un entraînement d'une durée de 4 à 6 mois, les stratégies et les scores étaient
stabilisés. Les performances visuo-motrices étaient alors enregistrées pendant 5 à 10

sessions de test. Pour chaque tentative, on notait la patte (gauche ou droite) exécutant
le pointage et l'issue du mouvement (tentative réussie ou incorrecte). Pour la première
tentative de chaque essai lorsqu'elle était réussie, on enregistrait également le temps de
réaction (TR), délai entre l'apparition de la cible et le soulèvement de la patte, et le

temps de mouvement (TM), délai entre le soulèvement de la patte exécutant le pointage
et le contact avec la cible.

RÉSULTATS. — Les 44 chats ont réalisé un total de 23 422 essais. Dans 69,6 % des cas
(/z= 16307), la première tentative a atteint la cible. Les autres essais (.. = 7 115) ont donc
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impliqué la réalisation de deux tentatives successives, ce qui porte à 30 537 le nombre
total de tentatives réalisées. L'analyse a considéré tout à la fois la patte utilisée par
l'animal, et les performances visuo-motricesréalisées : précision et vitesse du mouvement
(TR et TM).

A. Latéralisation: — La latéralisation de chaque animal a été déterminée à partir des
tentatives totales (qu'elles atteignent ou non la cible). Si l'on considère l'ensemble des
tentatives réalisées par les 44 animaux, 55,6 % d'entre elles ont été exécutées avec la patte
gauche, la patte droite ne réalisant donc que 44,4 % des pointages. Ces deux pourcentages
ne sont pas statistiquement différents. En revanche, si l'on considère la répartition des
44 sujets en fonction du pourcentage d'utilisation de leur patte gauche (fig. 2), cette
distribution apparaît clairement asymétrique. Au critère dé latéralisation minimal (50%),
la moitié des sujets (7. = 22) présentent une préférence gauche et l'autre moitié (n = 22)

une préférence droite. L'adoption d'un critère beaucoup plus élevé (90 %) fait clairement
apparaître l'asymétrie de la distribution obtenue. Alors que 17 chats étaient gauchers, 6

seulement étaient droitiers et 21 restaient sans préférence. Parmi les chats latéralisés à
90 %, les chats gauchers étaient donc significativement̂ plus nombreux que les chats
droitiers (test chi 2 bilatéral, p< .02). En revanche, parmi les 21 chats sans préférence

au critère de 90 %, l'application du critère de latéralisation à 50 % fait apparaître un
nombre significativement plus grand (test chi 2 bilatéral^ p< ..01) de droitiers (n=16)
que de gauchers («=_). Les chats gauchers sont donc plus fortement latéralisés que les
droitiers.

B. Analyse des performances visuo-motrices. — L'analyse des performances réalisées
dans ce test a porté sur la précision du mouvement, le TR et le TM. Nous avons retenu
un indice de précision correspondant, pour chaque chat (et pour chaque patte si néces-
saire), au rapport (variant de 0 à 1) du nombre total de tentatives ayant atteint la cible

sur le nombre total de tentatives effectuées. Avec cet indice appliqué à l'ensemble des
sujets, les chats latéralisés au critère de 90 % ne se sont pas révélés significativement plus
précis que les chats sans préférence. En effectuant une comparaison entre performances
de chaque patte sur l'ensembledu groupe, on observe que la précision moyenne atteinte
avec la patte gauche (0,67) ne diffère pas significativementde celle obtenue avec la patte
droite (0,63). En revanche, si l'on compare la précision moyenne de la patte la plus
utilisée (0,69) et celle de la patte la moins utilisée (0,62), la différence est significative
(Test T Wilcoxon bilatéral, p< .02).

Pour l'analyse de la rapidité du mouvement, nous n'avons considéré que les essais

pour lesquels la première tentative avait correctement atteint la cible (77= 16307). Pour
ces essais? nous disposions des TR et des TM. La comparaison des chats latéralisés à
90 % et des chats sans préférence a montré que les chats latéralisés sont capables de
déclencher leur geste significativement plus rapidement (TR moyen= 234 ms) que les
chats sans préférence (TR moyen= 283 ms, test / bilatéral; p<0.05). Aucune différence
significative n'est apparue pour les TR entre patte gauche et patte droite. En revanche
la patte la plus utilisée déclenchait le mouvement plus rapidement (TR moyen= 270 ms)

que la patte la moins utilisée (TR moyen= 290 ms, /-test bilatéral pour séries appariées,
p< .02). Les comparaisons statistiques des TM entre groupes de sujets ou entre pattes
gauche et droite n'ont fait apparaîtreaucune différence significative. En revanche la patte
la plus utilisée exécutait le mouvement plus rapidement (TM moyen= 266 ms) que la
patte la moins utilisée (TM moyen= 285 ms, .-test bilatéral pour séries appariées,p< .05).
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DISCUSSION. — Pour l'essentiel donc, à partir d'un test de pointage en direction d'une
cible mobile, la distribution de 44 chats en fonction de l'utilisation de chacun de leurs
membres antérieurs a fait apparaître un nombre significativementplus grand de gauchers

que de droitiers (au critère de 90 %) et a montré que les gauchers ont une latéralité plus
marquée que les droitiers. En d'autres termes, alors qu'un chat gaucher a tendance à ne
plus utiliser sa patte droite, un chat droitier persiste à réaliser un nombre élevé de
tentatives de pointage avec sa patte gauche. En ce qui concerne les performances réalisées

par l'ensemble du groupe, la patte la plus utilisée, qu'elle soit gauche ou droite, est la
plus précise et la plus rapide. De plus, à précision égale, les chats latéralisés (au critère
de 90 %) déclenchent plus rapidement leur mouvement que les sujets sans préférence.
Cette conjonction entre précision et rapidité de déclenchementet d'exécution peut repré-

senter, pour les animaux latéralisés, un réel avantage dans une situation naturelle de
prédation. Il est particulièrement intéressant de noter que la seule étude [15] ayant montré

un biais significatifen faveur du membre antérieur gauche a porté sur un comportement
d'atteinte d'une cible mobile. Les études concernant les préférences de pattes chez le chat
et n'ayant pas mis en évidence un tel biais ([4], [12], [13], [14]) ne s'intéressaient pas non
plus à un tel comportementde prédation. Notre étude montre également une cohérence

entre préférences et performancespuisque la patte la plus utilisée est tout à la fois plus
précise et plus rapide.

La préférence gauche qui s'est manifestée ici chez le chat rappelle celle que nous avions
déjà observéechez le primate ([8], [9]). Chez le chat, et peut-être chez le singe, la tendance
à utiliser préférentiellement le membre gauche pourrait être la conséquencede l'utilisation
de la plus courte voie entre les aires corticales droites impliquées de façon prépondérante
dans le traitementdes informationsde nature spatiale et le cortex moteur droit gouvernant
le membre gauche. La latéralisation motrice gauche ne serait alors que le reflet de la
spécialisation« cognitive » de l'hémisphère droit. Chez l'homme, on a décrit un avantage
de la main gauche dans des activités manipulo-spatiales [18] mais également dans la
réalisation de mouvements balistiques [19].

Ce travail est la première démonstration d'une latéralisation de préférence et de
performance dans un groupe important de chats. Il fournit des indications quant à la
phylogenèsedes processus de latéralisation. D'autre études devraient contribuerà évaluer
la validité du chat comme modèle animal de la spécialisationhémisphériquechez l'homme.

Note remise le 17 juillet 1991, acceptée le 14 août 1991.
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EXPLICATIONSDE LA PLANCHE :

Fig. 1. — Vue schématique du dispositif, a : caméra vidéo, b, paroi opaque, c : coupelle d'arrivée de la
récompense (lait), d : lait, e : table XY,/ : écran translucide, g : ampoule générant le spot cible sur l'écran
translucide, h : délecteur de proximité, i : distributeurde récompense,j : haut parleur générantle bip sonore,
k : plaque de « départ ».

Fig. 1. — Set-up. a: video caméra, b, opaque wall, c: reward delivery (mille), d: milk, e: XYplotter,f: translucent
screen, g: bulb produclng the target spot on the translucent screen, h: proximily detector, i: reward dispenser,
j: loud speakerfor the task sound, k: startingplate.

Fig. 2. — Distributiondes sujets en fonction du pourcentage de tentatives réalisées avec la patte gauche (par
rapport au nombre de tentatives totales). '

Fig. 2. — Distribution of the cats as a function of the percentage of, attempts performed with the left paw
relative!)' to the overallnumber ofattempts.
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Évaluation de la perfusion myocardique par scintigraphies
planaires au repos et à l'effort, réalisées respectivement au

201T1 et au ""Te SestaMIBI

Pierre de VERNEJOUL, Pierre ALBARÈDE, Dominique ETIENNE, Gilbert RICHARDOT

et André VACHERON

Résumé — Les scintigraphiesplanaires au repos et à l'effort, réalisées respectivement au 20IT1 et
au ""'Te SestaMIBI permettent, en utilisant des conditions de spectrométrie rigoureuses, d'obtenir
pour une même incidence deux images scintigraphiquesdistinctes. Par analyse numérique différen-
tielle de ces images, il est possible de calculer l'importance de l'ischémie d'effort et d'évaluer la
vitalité du myocarde.

Evaluation of myocardial perfusion by differentiating planar scintigraphy at rest
and at stress, respectivelyusing die 201T1 and the ""'Te SestaMIBI

Abstract — The differentiating planar scintigraphy at rest and at stress, respectively using 201TI
and "'"Te SestaMIBI, within strict spectrométrie conditions, allow two distinct images to be obtained
for the same views which permits calculation of the importance ol the ischémie defects at stress and
évaluation ofmyocardialvilality, when analysed by computer-assisted techniques.

Abridged English Version — Thallium chloride (201T1) and technetium labelled Sesta-

MIBI ("'"Te SestaMIBI) are radiotracers extracted by the normal myocardial cell

([1], [4]). Their myocardial uptake reflects régional coronary blood flow. Tl is rapidly
redistributed deleting perfusion defects in case of simple stress ischemia [2], whereas Te is

fixed for several hours [5]. In a given healdiy subject, scintigraphic images with the two
radiotracers are identicai. In case of stress ischemia, hypoperfused areas are evaluated by
comparing rest and stress scintigraphic images.

We hâve associated both tracers in the same imaging procédure to improve the quality of
the results and the quantification of ischemia.

Planar scintigrams are obtained with a gamma caméra after intravenous injection at rest
of 100 to 150 MBq of 201T1. The same amount of ""Te SestaMIBI is injected at peak
exercise. Images are obtained from the following views: anterior, LA045° and LAO70°.

Laboratory studies with phantoms reproducing
...

vivo imaging conditions, showed that
contamination of the respective images by eidier radiotracer never exceeds 5% with the same
amount of Tl and Te activity and in strict spectrometry conditions (window width of ± 10%
of the peak energy chosen for each isotope).

It is essential to use Te only for exercise imaging of defects in patients with stress ischemia,
in order to avoid partial filling of the defects on Tl scintigraphy by part of the Compton

scatter from Te within the Tl window.
The same applies after dipyridamole injection instead of exercise.

Rest (Fig. 1) and stress (Fig. 2) images are quantitatively analysed from 0 to 360° with
3° incréments from the 0° radius derived from the centre of the région of interest
([6], [7]). The 120 values obtained are used to plot die circumferential analysis. Modifi-
cations of the ratio of the areas under the normalized curves at rest and after exercise allow

the perfusion defects due to stress ischemia to be assessed (Fig. 3).

Note présentée par Jean HAMBURGER.
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This protocol has been applied to 80 subjects.
For a given patient, rest 201T1 and "'"Te SestaMIBI images with or without defects, are

strictly superposable, and circumferentialanalysis shows identicai behaviour of the two tracers
(Fig. 4).

As "'"Te SestaMIBI is fixed, no redistribution occurs once the radiotracer has been
extracted by myocardial cells. Differential analysis between fixed exercise ""'Te SestaMIBI
and rest 201T1 images allows assessment of the perfusion defect.

For a given view, the patient position with regard to the caméra doês not change, since both
images are acquiréd consecutively; The images are striedy superposable, allowing valuable
quantitative analysis. The consécutive acquisition of the couples of scintigrams for each
view shortens the duration of the method.

After stress tliallium scintigraph)1, a low uptake can be attenuated by early tracer redistribu-
tion from as early as the 10th minute after exercise completion[3]. Comparison between
fixed stress "'"Te SestaMIBI and rest 201T1 images avoids this cause of error and allows
perfusion defects to be evaluated.

;

This technique requires amounts of radioactivity far belpw those usually used. In thèse
expérimental conditions, there is no détérioration of the quality of images and measures, the
preset-count being the same as for usual tliallium scintigrams, especially as a small area
caméra is used.

This technique permits simultaneous investigation of myocardial perfusion and viability.

La visualisation des territoires myocardiques normalement perfusés est obtenue par
scintigraphie. La comparaison des scintigraphies de repos et d'effort permet la mise en
évidence des territoires ischémies. Les radiotraceurs les plus utilisés, chlorure de thallium
(201T1) ou technétium complexé au SestaMIBI (""Te SestaMIBI), pénètrent la cellule
myocardique saine. Chez un même sujet normal, les images sont similaires [1]. L'objectif
de ce travail a été d'associer les deux indicateurs au ; cours du même examen pour
améliorer ' la précision des résultats et quantifier l'importance de l'ischémie, tout en
diminuant la durée de l'examen.

1. MATÉRIELET MÉTHODE. -1.1. Indicateurs. — 1.1.1. Le 201T1 (raieX de 80keV à
90 % et raiesy de 135keV à 2 % et 167keV à 8 %) présente une cinétique précoce proche
de celle du potassium. Sa captation myocardique est en étroite corrélation avec le débit
coronaire régional. Sa pénétration cellulaire est très rapide et maximale en quelques
minutes. La moitié de la quantité fixée est éliminée en moins de 5 h [2]. En cas d'ischémie
d'effort, le thallium, injecté à l'acmé de l'effort, pénètre peu ou pas du tout dans les
territoires myocardiques selon l'insuffisance de la perfusion. En cas de nécrose cellulaire,
il n'y a aucune fixation du traceur.

Après l'effort, on constate une redistribution du thallium vers les territoires myocardi-
ques alors à nouveau bien perfusés s'il ne s'agit que d'une simple ischémie. Cette
redistribution, qui témoigne de la vitalité du myocarde, est maximale à la quatrième
heure. Néanmoins, son début peut être précoce, parfois dès la dixième minute, pouvant
entacher d'erreur le calcul du degré de redistribution [3]. j

1.1.2. Le "'"Te (raiey de 149keV à 89%) est complexé avec le 2-méthoxy isobutyl
isonitrile (SestaMIBI) et s'accumule, comme le thallium, dans le tissu myocardique
proportionnellementau débit coronaire régional[4], l'ischémie réduitsa fixation myocardi-
que. A l'inverse du thallium, une fois fixé au niveau cellulaire, il ne présente pas de
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redistribution notable dans les heures suivant son administration ce qui permet l'acquisi-
tion tardive de l'image [5].

1.2. Technique. — Les scintigraphies planaires sont obtenues avec une caméra à

scintillation à petit champ de 18 cm de diamètre, munie d'un collimateur parallèle à haute
sensibilitéet reliée à un calculateurnumérique (Siemens SAM).

Le spectromètre est calé sur la raieX de 80keV pour l'image au thallium et sur le pic
photoélectrique de 140 keV pour le technétium; dans les deux cas la largeur de fenêtre

est de ± 10 % de la valeur de l'énergie choisie. Nous avons réalisé des études surfantômes
reproduisant les conditions de mesure in vivo, qui ont permis de constater que pour
d'égales activités de Tl et de Te et dans les conditions de spectrométrie utilisées, la
contamination des images de l'un par l'autre des traceurs et réciproquement n'excède

pas 5 % dans les cas les plus défavorables.
La fraction du rayonnement Compton, due au Te, comprise dans la fenêtre de mesure

du Tl risque d'entraîner un comblement partiel d'une image lacunaire sur la scintigraphie

au Tl. Pour éviter cet artefact, il est indispensable de réserver le Te à l'image d'effort
qui présente des zones lacunaires en cas d'ischémie d'effort.

30 mn après injection intraveineuse de 100 à 150MBq de 201T1 sur le patient au repos,
on fait effectuerune épreuve d'effort sur bicyclette ergométrique. A l'acmé de l'effort une
activité équivalentede ""Te SestaMIBI est injectée. L'élimination du ""Te SestaMIBI se
faisant principalement par les voies hépato-biliaires, une ingestion de sorbitol suivie d'une
attente de 1 h avant l'acquisition des images permet une diminution sensible du bruit de
fond extracardiaque et le rend comparable sur les deux scintigraphies de chacune des

trois incidences classiques, face antérieure, O.A.G. 45° et O.A.G. 70°. Les acquisitions

sont réalisées en précompte de 500000 impulsions comme cela est classique dans les
épreuves au thallium et avec les conditions de spectrométrie définies ci-dessus. La même
technique est utilisée après injection de dipyridamole en remplacement de l'épreuve
ergométrique, lorsque cette dernière ne peut être pratiquée.

2. TRAITEMENTDESDONNÉES. — Les figures 1 et 2, en incidenceface antérieure, représen-

tent, après soustraction bilinéaire du bruit de fond [6], les scintigraphies myocardiques
de repos au 201T1 (fig. 1) et d'effort au ""Te SestaMIBI (fig. 2).

Qualitativement, ces images correspondent à une importante cardiomégalie, le grand

axe du ventricule gauche est de 13 cm, présentant une empreinte cavitaire centrale
extrêmement nette et une hypofixation apicale retrouvée tant au repos qu'à l'effort. On
constate par contre sur l'image d'effort une importante hypofixation antérieure localisée

dans le sens horaire de 330 à 120° (0° situé à midi) qui n'est pas retrouvée sur l'image
de repos.

Quantitativement, les images de repos et d'effort sont analysées, pour chaque incidence,
de 0 à 360° par incrément de 3° à partir du rayon 0° (fig. 2) issu du centre de la

zone d'intérêt [7]. Ces 120 valeurs donnent les tracés des analyses circonférentielles. Les
modifications du rapport des surfaces circonscrites par les courbes normalisées de repos
et d'effort permettentd'évaluer les déficits de perfusion dus à l'ischémie d'effort (fig. 3),

les différents territoires étant individualisésentre index.

3. RÉSULTATS. — Cette technique a été appliquée sur 80 sujets, se répartissant en
59 hommes et 21 femmes, d'un âge moyen de 57 ans ±14 (les extrêmes étant de 35 et
81 ans). Cette population se compose de 54 insuffisances coronariennes et 26 infarctus
du myocarde datant de plus de 3 mois. 71 sujets ont eu une épreuve d'effort sur bicyclette
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Fig. 1 Fig. 2

Fig. 1. - Scintigraphie myocardique au repos, en incidence face antérieure, réalisée au 201T1.

Fig. 1. - Myocardial scintigram, anterior view, at rest, using 20'TI.

Fig. 2. - Scintigraphie myocardiqued'effort du même patient, en incidence face antérieure,
réalisée au ""Te SestaMIBI : hypofixation antérieure importante (de 330 à 120°).

Fig. 2. — Myocardial scintigram at stressfor the same patient, anterior view, using 99mTc SestaMIBI,
showing a severe defect between 330 and 120°.

ergométrique, arrêtée sur critère électrocardiographiqueou de douleur précordiale, la
fréquence cardiaqueatteinte correspondanten moyenne à 73 % de la Fréquence Cardiaque
Maximale Théorique (FCMT= 220-l'âge).

9 sujets ont subi une épreuve au dipyridamole.

3.1. Chez un même patient, au repos, les images obtenues au 201T1 et au "mTc
SestaMIBI, présentant ou non des zones pariétales lacunaires dues à une nécrose, sont
rigoureusement superposables, validant par-là même nos conditions de spectrométrie et
l'analyse circonférentielle montre l'identité de comportementdes deux traceurs (fig. 4).

3.2. L'analysedifférentielleentre l'image au ""Te SestaMIBI à l'effort et celle obtenue
au repos avec le 201T1 permet d'évaluer le déficit de perfusion à l'effort.

3.3. 12 sujets ayant eu successivementune épreuve classique au thallium et une épreuve
selon cette nouvelle technique ont été pris comme témoins. On constate que les zones
pathologiquessont superposables et que l'importance de la redistribution du thallium est
proportionnelleau déficit de perfusion mesuré par l'association thallium-SestaMIBI.

4. DISCUSSION. — 4.1. Métodologie. — La bonne superposition de l'image au repos
avec celle obtenue lors d'une précédente scintigraphie myocardique au Tl chez 12 sujets
pris comme témoins montre que la contamination par le Te est négligeable.

Il en est de même des images au Tl et au Te dans les cas d'infarctus du myocarde
avec image lacunaire et absence de déficit de perfusion à l'effort. Les courbes obtenues
par analyse circonférentielle sont dans ce cas parfaitement superposables et confirment
la validité des conditions de spectrométrie retenues à partir des résultats obtenus in vitro.
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Fig. 3 Fig. 4

Fig. 3. - Analyses circonférentiellesnormalisées des scintigraphies du même patient (jîg. 1 et 2) au repos et à
l'effort. Le rapport des intégrales entre index quantifie le déficit de perfusion : 52% entre 0 et 80°, 10%
entre 80 et 120°, 16% entre 120 et 270°, 51 % entre 330 et 360°. L'intervalle entre 270 et 330° correspond au
plan des valves.

jFïg". 3. — Normalized circumferentialanalysis of scintigramsfor the same patient (Figs. 1 and 2) at rest and al
stress. The ratio of the intégrais between indexes measures the defect ofperfusion: 52% between 0 and 80°,
10% between 80 and 120°, 16% between 120 and 270°, 51% between 330 and 360°. The space between 270
and 330° agrée with the position of the valves.

Fig. 4. — Analyses circonférentiellesnormalisées des scintigraphies de repos, au 201T1 el au 99mTc SestaMIBI
chez un sujet normal, en incidence face antérieure. L'identité des courbes (rapport des intégrales compris
entre 0,98 et 1,01) montre que l'espace de perfusion est le même pour les deux indicateurs. (L'intervalle
entre 270 et 330° correspond au plan des valves).

Fig. 4. — Normalized circumferentialanalysis of two scintigrams on a normal subject at rest, using 20I77 and
99mTc SestaMIBI. The similarily between curves (the ratio of the intégrais is included between 0.98 and 1.01)
show that perfusion spacesfor the two isotopes are the same. (The space between 270 and 330° agrées with
the position ofthe valves.)

4.2. Avantages de cette technique. — 4.2.1. L'acquisition des images scintigraphiques
est obtenue dans un temps beaucoup plus court qu'avec la technique habituelle au Tl
(1 h 30 mn contre 4h en moyenne).

4.2.2. Pour une même incidence, les deux scintigraphies étant réalisées consécutive-
ment, la position du patient par rapport à la caméra ne varie pas et les images parfaite-
ment superposables permettent une meilleure analyse quantitative que des acquisitions
séparées par un intervalle de quatre heures avec repositionnement du patient.

4.2.3. Lors de l'épreuve d'effort au thallium, l'hypofixation peut être atténuée par
une éventuelle redistribution précoce du traceur qui peut commencer dès la dixième
minute après l'arrêt de l'effort, perturbant de ce fait les dernières images « précoces ».
La comparaison entre l'image stable au "'"Te SestaMIBI à l'effort et celle de repos au
201T1 permet d'éviter cette cause d'erreur.

4.2.4. Cette technique, utilisant deux isotopes différents en scintigraphie planaire
plutôt que le "mTc SestaMIBI seul en tomoscintigraphie, permet la mise en oeuvre
d'activités inférieures à celles habituellement administrées. La qualité de l'image reste
toutefois comparable à celle obtenue avec le Tl puisqu'un précompte identique est utilisé
pour la constitution de l'image (500000 impulsions). Il est évident que la taille réduite
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de notre détecteur améliore de façon très substantielle le rapport signal sur bruit (intégral-
dû comptage en regard de la zone cardiaque sur intégrale du comptage de l'ensemble ce
l'image) par rapport aux caméras à grand champ.

Cette méthode permet à la fois l'exploration de la vitalité myocardique et le calcul
d'un éventuel déficit de perfusion à l'effort.

Note remise le 6 mai 1991, acceptée après révision le 16 septembre 1991.
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Photosynthèse/Photosynthesis
(Biophysique/Biophysics)

Photosystem II assembly in 2-day-old bean leaves during
the first 16 hrs. of greening

Benoît SCHOEFS and Fabrice FRANCK

Abstract — We hâve studied the assemblyof the photosynlheticapparatus during the greening of
2-day-old bean leaves in continuouswhite light by using fluorimetric methods. We hâve recorded 77
and 298 K fluorescencekineties at 690 nm in orderto detect électron flow through the photosystem II
reaction centre (RC„) at increasing greening periods. In those experiments, the 77 K fluorescence
spectra were also considered. Charge séparation is detected 1 hr. after the onset of the illu-
mination. Room température fluorescence variation showing the « O-I-P » phases are detected
after4 hrs. of illumination. Typical fluorescencebands at 688, 697 and 735 nm appear after 14 hrs.
of illumination.

Assemblagedu photosystème II dans des feuilles de haricot âgées de 2 jours au
cours des 16 premières heures du verdissement

Résumé — L'assemblagede l'appareilphotosynthétiquea été étudié dans desfeuilles de haricot âgées
de 2 jours par des méthodesfluorimétriques au cours des 16 premières heures de verdissement en
lumière continue. Pour des durées de verdissement croissantes, nous avons enregistré les cinétiques de
fluorescenceà 690 nm à température ordinaireet dans l'azote liquide afin de délecter leflux d'électrons
dans le centre rêaclionnel du photosystèmeII (RCn). Nous avons également enregistré les spectres de
fluorescenceà 11 K au cours de la même période. Les cinétiques de fluorescence à 11 K montrent que
la séparation de charge dans le RCJJ peut être induite après 1 h d'illumination. Des variations de
fluorescenceà 293 K montrant les phasesdénommées "O-I-P" sont détectées dès lafin de la 4e heure
du verdissement. Les spectres de fluorescenceà 11 K montrent les bandes typiques centréesà 688, 697
el 735 nm après 14 h d'illumination.

Version française abrégée — INTRODUCTION. — De nombreuses études ont été réalisées sur
le verdissement des angiospermes ([l]-[2]). Cependant, la majorité de ces études a été réalisée

sur des plantes ayant poussé à l'obscurité durant plusieurs jours (de 1 à 3 semaines). Les
plantes étiolées contiennent des plastes différenciés en étioplastes, caractérisés par la présence
d'un corps prolamellaire [3]. Lorsqu'elles sont éclairées, le corps prolamellaire disparaît et la
différenciationen chloroplaste a lieu [4], Dans des conditions naturelles, les plantes perçoivent
la lumière à un stade bien plus précoce de leur développement [5] et le passage par le stade
étioplaste n'a pas lieu, le chloroplaste se formant directement à partir du stade proplaste [3].

Les observations décrites ici sont les premières montrant le développement de l'appareil
photosynthétique dans les feuilles primordiales très jeunes. Les haricots de 2 jours utilisés

pour cette étude contiennent au départ des proplastes [3]. Les feuilles sont encore enfermées
dans la graine et ne reçoivent la lumière que par l'intermédiaire de la radicelle qui en émerge
([5], [6]).

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Les graines de haricot (Phaseolus vulgaris L. cv. Commodore)

ont été mises à germer pendant 2 jours à l'obscurité puis éclairées sous tubes fluorescents
à une intensité de 120 W. Les appareils utilisés et les conditions de culture du haricot sont
décrits en détail dans [4], [5] et [7]. Les résultats des expériences reportés ici ont nécessité
plus de 1 000 feuilles dont la surface n'excède pas 10-15 mm2. Les spectres de fluorescence
à 77 K et les cinétiques de fluorescence ont été enregistrés toutes les 15 mn aux cours des
16 premières heures du verdissement.

Note présentée par Alexis MOYSE.

0764-4469/91/03130441 S 2.00 © Académie des Sciences
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RÉSULTATS ET DISCUSSION. — Sur la base des spectres de fluorescence à 77 K, on peut
diviser les 16 h d'illumination en trois périodes. La première couvre les 3 premières heures
durant lesquelles le maximum d'émission de la fluorescence de la chlorophyllide (Cide) se
déplace de 673 vers 683 nm (fig. 1, b et c). Ce déplacementrésulte probablement de l'intégra-
tion de la Cide formée durant les premières minutes de l'illumination dans les précurseurs
des protéines antennes (pLHCP). La fluorescence variable à 77 K est détectée après 55 mn
d'illumination (fig. 2, b), démontrant la séparation de charge dans le centre réactionnel du
photosystème II (RC„) [8]. Son amplitude augmente ensuite avec le temps de l'illumination
(fig. 2, b-d). \

La deuxième période, de la 4e à la 13e heure du verdissement, est caractérisée par la
présence d'une bande de fluorescence unique aux environs jde 685 nm (fig. 1, d) tandis que
la fluorescence variable à 293 K se développe progressivement(fig. 3). Celle-ci montre d'em-
blée les phases « O-I-P » qui traduisent le transfert d'électrons au-delà de Q^ ([13]-[14]).
En présence de DCMU, la phase photochimique montre; une forme sigmoïde après 9 h,
indiquant l'apparition de transferts d'énergie entre les unités PSn (fig. 4) [9].

La 3e période, de la 14e à la 16e heure du verdissement, se caractérise par l'apparition
dans le spectre de fluorescence à 77 K, d'un épaulement à 697 nm et d'une bande d'émission

vers 730 nm (fig. 1, e). Ces deux maximums sont caractéristiques du PSn et du PSj des
feuilles vertes [10].

Les résultats présentés ici, bien que semi-quantitatifs montrent que l'ontogenèse de l'appa-
reil photosynthétique se déroule, dans les feuilles très jeunes, à la même vitesse ou à une
vitesse légèrement supérieure que dans les feuilles étiolées de pois (Thorne et Boardman,
1971) ou de haricot (Franck et coll., 1984 : Bertrand et coll., 1988).

INTRODUCTION. — The light-induced greening of angiosperms has been extensively
studied in leaves grown in darkness for a long period (etiolated leaves). Only few studies
hâve been performed on very young leaves ([l]-[2]), although they represent the normal
stage at which plants are illuminated in nature.

We présent hère the first observations on the assembly of the photosynthetic apparatus
in 2-day-old bean seedlings, which are known to contain proplastids in contrast to
older, etiolated leaves containing etioplasts [3]. In the material used hère, chloroplast
differentiation thus occurs strictly from the proplastid stage. Light reaches the leaves
(still hidden between the cotylédons) through the radicelle which protrudes from the
seedlings ([5]-[6]). ;

MATERIAL AND METHODS. — Intact seedlings were grown in darkness for 2 days and
then illuminated with 120 W fluorescent tubes placed àt a 50 cm-distance. Detailed
culture conditions are described in [5]. Fluorescence variation at 293 and 77 K were
recorded at 690 nm (bandwidth at half-peak: 28 nm) uMiig a 632.8 nm exciting light
(5 mW.cm"2) as described in [5], [7]. Fluorescence spectra were recorded at 77 K as
described in [4] under an excitation light at 436 nm (bandwidth: 46 nm).

RESULTS AND DISCUSSION. - Non-illuminated leaves contain a small amount of pho-
toactive protochlorophyllide (Pide) which results in a 77 K fluorescenceband at 657 nm
(Fig. 1, a), as observed in older, etiolated leaves [11]. When light is turned on, this Pide
is rapidly reduced into Cide [12] showing a fluorescence maximum at 673 nm
(Fig. 1, b). It is well known that in older leaves, the Cide fluorescencemaximum shifts
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Fig. 1. — 77 K fluorescenceémission spectra of 2-day-old leaves before illumination (a)
and illuminated for 5 min. (b), 2 hrs. (c), 12 hrs. 45 min. (d) and 16 hrs. (e).

Fig. 1. — Spectres d'émission de la fluorescenceà 11 K de feuilles de 2 jours non illuminées (a)

et illuminées durant 5 mn (b), 2 h (c), 12 h 45 mn (d) et 16 h (e).

Fig. 2. — 77 K fluorescence kineties of 2-day-
old bean leaves recorded 30 min. (a), 55 min.
(b), 1 hr. 55 min. (c) and 10 hrs. (d) after the
onset of illumination.

Fig. 2. — Cinétiques defluorescenceà 11 K enre-
gistrées avec des feuilles de 2 jours illuminées
durant 30 mn (a), 55 mn (b), 1 h 55 mn (c) et
10 h (d).

from 696 to 683 nm within the first 20-40 min. of illumination [1]. Such a "Shibata
shift" is not found in 2-day-old leaves.

After the initial photoreduction step, three periods can be considered on the basis
of the 77 K fluorescence spectra recorded every 15 min. during the first 16 hrs. of
illumination.

In the lst period, during the first 3 hrs., the Cide fluorescence shifts from 673 towards
683 nm (Fig. I, b, c).

In the 2nd period, during the next 10 hrs., the émission bands only show a slight shift
from 683 toward 685 nm (Fig. I, d) and during the 3rd one, after 13 hrs. of illumination,
the 695-697 and 733-735 nm bands appear and increase slowly in amplitude while tlie
685 nm band progressivelyshifts towards 688 nm (Fig. 1, e).

The séquence of spectral changes reported above coincides with the development of
particular functional characteristics which are reflected in the shape of the 298 or 77 K
fluorescence kineties.

During the lst period, 77 K fluorescencevariations become rapidly measurable. This
is shown in Figure 2. A slight fluorescence increase is detected already after 55 min.,
indicating the onset of charge séparation capability of PS,, (Fig. 2, b) [8]. The amplitude
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l-ig. 3. - 293 K. fluorescencekineties of 2-day-old bean leaves recorded 3 hrs. 15 min. (a),
4 hrs. 20 min. (b), Il hrs. 45 min. (c) and 16 hrs. (d) after ihe onset ofthe illumination.

Fig. 3. - Cinétiques de fluorescenceà 293 K enregistréesavec desfeuilles de 2 jours illuminées
durant 3 h 15 mn (a), 4 h 20 mn (b), Il h 45 nm (c) and 16 h (d).

Fig. 4. — 293 K fluorescencekineties of 2-day-old bean leaves illuminated for S hrs. (A)
and 10 hrs. (B) and incubated with DCMlî for 15 min.

Fig. 4. - Cinétiques defluorescenceà 298 K de feuilles illuminées durant 8 h (A)

et 10 /; (.6) et incubées avec du DCMU (15 mn) avant l'enregistrement.

of the 77 K fluorescence variations progressively increases for longer greening times
(Fig. 2, c, d). The fluorescence shift from 673 to 683 nm observed during this period
must coïncide with the incorporation of chlorophyll molécules in PS,, reaction centres
(RC„) and their antenna System (pLHCP). However, jà large proportion of pigment-
proteins complexes remain unconnected to the native PS], units. This is reflected by the
relatively large amplitude of the F0 fluorescence.

Room températurefluorescencevariations appear during the second period (characteri-
zed by the persistence of a unique fluorescence band afound 685 nm at 77 K). They
are detected after some 4 hrs. of illumination. Their relative amplitude increases slowly
(Fig. 3).

The typical "O-I-P" phases are distinguishable as |soon as the amplitude of the
variations is large enough to allow good resolution. This implies that électron transport
is not limited to QA réduction in PS,, reaction centres. This is apparently not correlated
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with any change in the shape of the 77 K fluorescence spectra since a unique 685 nm
band is always observed. It must be noticed hère that the F0 intensity remains high,
suggesting the persistence of a large amount of chlorophyll-proteins which does not
participate in energy transfer to photosynthetic reaction centres.

The relative F0 intensity decreases dramatically during the third period (Fig. 3). This
indicates the progressive incorporationof "free" chlorophyll into PS,, units which is also
reflected in the development of the 695 fluorescence band at 77 K. The development
of the 735 nm band of PS, during the same period suggests the parallel accumulation in
PS, units (Fig. 1, e).

When leaves are incubated with DCMU (10~5 M) the 293 K fluorescence kineties
only show the photochemical phase corresponding to the rapid accumulation of électrons
on QA [13] due to the displacing of QB by DCMU [14] (Fig. 4).

Before the 9th hour of greening the shape of the kineties is exponential (Fig. 4, a) but
after this time a sigmoidicity appears (Fig. 4, b) as F0 decreases, indicating that energy
transfer between PS,, units occurs [9].

Although our results constituteonly a first, semi-quantitative approach to the greening
mechanism of very young leaves, they show that the ontogenesis of the photosynthetic
apparatus proceeds with a time-course similar to or slightly faster than in older, etiolated
leaves as reported in pea by Thorne and Boardman (1971) or in bean by Franck et al.
(1984) and Bertrand et al. (1988).

F. Franck is Research Associate of the Belgian National Fund for Scientific Research.

Note remise le 24 septembre 1990, acceptée après révision le 19 septembre 1991.
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Neurophysiologie/Afe«ro/j/.r--o/0gV'

Mise en évidence de l'effet excitateur de l'efférence thaiamo-
subthalarnique issue du noyau parafasciculaire

Jean FÉGER et Mireille MOUROUX

Résumé — Le noyau subthalamique reçoit une projection issue d'une structure intralaminairedu
thalamus, le noyau parafasciculaire. Son effet synaptique a été étudié par enregistrement extracellu-
laire de l'activité unitaire des neurones du noyau subthalamique. La réponse complexe obtenue
après stimulation électrique du noyau parafasciculaire comporte une excitation initiale et des
composantes tardives. Ces dernières disparaissent après lésion du globus pallidus et section des
projections corticales passant par la capsule interne. Ainsi l'excitation initiale qui n'est pas affectée
par ces lésions, est attribuableà la seule mise en jeu de la projection thalamo-subthalamique. Étant
donné qu'une stimulation pharmacologique continue par microinjection de carbachol au niveau du

.
noyau parafasciculaire entraîne un accroissementprolongé du rythme de décharge des neurones du
noyau subthatamique, on peut conclure que cette voie contribue au maintien de l'activité tonique
de cette structure.

The excitatory effect of the parafascicular nucleus projection to the subthalamic
nucleus in the rat

Abstract — The synaptic effect of the projection from an intralaminar lhalamic structure, the
parafascicular nucleus, to the subthalamicnucleus was investigatedthrough extracellular recordingsof
subthalamic unit activities. Electrical stimulation of the parafascicular nucleus caused a complex
response with two successive excitatory phases. The first excilaton was assumed to be monosynapti-
cally driven since it was not affected by pallidal lésion or transsection of the internai
capsule. Pharmacologicalactivationof theparafascicular neurons through microinjections ofcarbachol
elicited a prolongea increase in the subthalamic discharge rate. Thèse results suggest that the
intralaminarparafascicular nucleus contributes to the activation ofsubthalamicneurons.

AbridgedEnglish Version — The subthalamic nucleus is a crucial component in the func-
tional organization of the basai ganglia ([1] à [4]) and exerts an excitatory influence on the
basai ganglia output nuclei, entopeduncular nucleus and substantia nigra pars reticulata ([5],
[6], [7]). A thalamic projection to the subthalamic nucleus arises from an intralaminar
thalamic structure, the parafascicular nucleus. This projection, présent in the primates
([8], [9]) was first indicated by anterograde autoradiographic data in the cat ([10], [11]) and
rat ([11], [12]), and its topographie organization more precisely described recendy [13].

Electron microscopie autoradiography experiments demonstrated asymmetric axon terminais
made by thalamic endings on subthalamic neurons ([12]).

Electrophysiological experiments were designed hère to answer two questions : does parafas-
cicular projection hâve an excitatory effect on subthalamic neurons? Does it tonically drive
the subthalamic discharge rate? Thèse experiments were performed on the rat, anaesthetized
with ketamine (100 mg/kg, IP). Single subthalamic neuron activities were extracellularly
recorded. In experiments performed on unlesioned rats, single shock electrical stimulation
of the parafascicular nucleus induced a complex response in 25 of the 30 subthalamic neurons
tested. This response consisted of an initial excitatory phase with a single spike. This
early response had a mean latency of 3.7 ±0.2 ms (Fig. 1) and could follow high frequency
stimulation. A second excitatory phase began after a delay of 9 to 15 ms. Dot-display
représentation well illustrated a dépression of spike activity between the two excitatory phases
and after the second excitatory response (Fig. 1 C). The involvement of structures such as
the cérébral cortex, striatum and globus pallidus could explain the complex feature of this
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response since thèse structures receive afférents from the intralaminar thalamic nuclei ([8],

[9], [10], [14], [15], [16]) and are direcdy or indirectly related to the subthalamic nucleus
([2], [8], [17], [18]). In order to check this hypothesis, experiments were performed on
5 rats with their internai capsule eut by a hemitranssectioriin frontal plane anterior 8, rostral

to the subthalamic nucleus, and on 4 rats with a chronic lésion of the globus pallidus,
induced by a microinjectionof quinolinic acid (60 nmol in 0.8 pi), an axon-sparingneurotoxin
[19]. In thèse conditions, only the early excitation remained in response to the parafascicular
stimulation. In another experiment, parafascicularneurons were stimulated through microin-
jection of a stable cholinergic agonist, carbachol (0.11 uniol in 200 ni injected over 1 min.)

to avoid uncontrolled activation of the fibres running close to or through this structure. A
progressive increase in subthalamic neuronal activity began about 2 min. after the end of the
injection to then reach a plateau level after 3-5 min. with a mean increase in the discharge

rate of 105±14%.
The short delay excitatory response observed after electrical stimulation (always less than

5 ms) and its ability to follow répétitive high frequency stimulation (150 to 250 Hz), are in
good agreement with a monosynaptically driven excitatory effect. The involvement of a
thalamo-cortico-subthalamicpathway ([14], [17], [18]) could be rejected since section ofthe
cortical efferents at level of the internai capsule did not suppress this early excitation. The
fact that the delayed excitation disappeared in rats with pallidal lésions means that this

response is probably related to a disinhibition of subthalamic neurons. This implies the
sequential involvement of excitatory thalamo-striatal neurons ([19], [20]), then the inhibitory
striato-pallidal and pallido-subthalamic pathways [8]. The prolonged increase in discharge

rate after carbachol microinjection demonstrates that the parafascicular nucleus is able to
drive the spiking activity of subthalamic neurons. More> generally, this projection from an
intralaminar thalamic structure to the subthalamic nucleus may convey limbic information to
the indirect patiiway joining the striatum to the basai ganglia output structures, namely pars
reticulata of the substantia nigra and entopeduncular nucleus or internai globus pallidus.

INTRODUCTION. - Le noyau subthalamique est inclus dans le circuit indirect striato-
pallido-subthalamique qui relie le striatum aux sorties 'des ganglions de la base, la pars
reticulata de la substance noire et le segment interne du globus pallidus ou noyau
entopédonculaire des rongeurs ([1], [2], [8]). Par le jeu d'une transmission glutamatergique
excitatrice, il assure le maintien de l'activité tonique des neurones de ces deux dernières
structures ([6], [7]). Ainsi, il s'oppose à l'action inhibitrice de la voie directe striato-nigrale
et striatopallidale. En conséquence, son rôle est reconnu comme déterminant dans le
fonctionnement des ganglions de la base en conditions normales ou pathologiques ([1] à
[4]). Les principales afférences au noyau subthalamique comprennent des voies excitatrices
issues de diverses aires corticales ([17], [18]) et la projection inhibitrice pallido-
subthalamique ([8]). Comme l'existence d'une projection issue de la partie intralaminaire
du thalamus, le noyau parafasciculaire ([8] à [12]) a été récemment confirmée [13], il a
paru intéressant de déterminer l'effet synaptique de cette projection.

MATÉRIELET MÉTHODES. — Cette expérimentation a été réalisée sur des rats mâles (260-

340 g, Wistar, élevage Depré, France). Après anesthésie (Imalgéne I.F.F.A.-Mérieux,
100 mg/kg IP, renouvelée au cours d'expérimentation), la tête des animaux est fixée en
conditions stéréotaxiques [20]. La température de l'animal est maintenue à 37±0,5°C.
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Des expériences de contrôle ont été effectuées sur 5 animaux ayant subi une hémitransec-
tion au niveau du plan frontal A 8 de manière à léser la totalité de la capsule interne.
Ceci a été réalisé, juste avant l'enregistrement, en introduisant puis en déplaçant latérale-

ment une lame de scalpel, fixée sur un micromanipulateur. D'autres contrôles ont été
effectués sur 4 animaux dont le globus pallidus avait été lésé de manière chronique par
microinjection (60 nmol dans 0,8 (tl) d'un agent excitotoxique, l'acide quinolinique [19]

au niveau de cette structure. Dans une première série expérimentale (10 rats normaux,
9 rats lésés), le noyau parafasciculaire a été stimulé électriquement par l'intermédiaire
d'une électrode bipolaire (choc rectangulaire isolé d'une durée de 0,1 ms et d'une intensité
de 20 à 60 uA). Dans une deuxièmesérie (25 rats), les neurones du noyau parafasciculaire

ont été sélectivement activés par une microinjection d'un agoniste cholinergique stable,
le carbachol (0,11 pmol dans 200 ni injectés en 1 mn) selon une méthodologie décrite
antérieurement [6]. L'enregistrement extracellulaire de l'activité électrique unitaire des

neurones du noyau subthalamique a été réalisé en employant des micropipettes de verre
remplies d'une solution à 1 M de NaCl additionnée d'un colorant (1 % de bleu de
pontamine) dont l'éjection iontophorétiqueen fin d'enregistrement permet la localisation
de la position de la pointe de la microélectrode au moment du contrôle histologique.
Les activités électriques recueillies étaient amplifiées et observées sur oscilloscope. Les
signaux correspondant aux potentiels d'action étaient séparés du bruit de fond à l'aide
d'un discriminateur à fenêtre et sont traités en ligne soit pour établir un histogramme
post-stimulus ou un diagramme de points (dot-display), soit pour déterminer à l'aide
d'un dispositif intégrateur le niveau moyen d'activité toutes les dix secondes.

RÉSULTATS. — Dans la première série d'expériences, il a été constaté que la stimulation
électriquedu noyauparafasciculaire induit une réponse qui a toujours la même configura-
tion dans la très grande majorité des cellules enregistrés dans le noyau subthalamique
(25 neurones sur 30) : une première phase d'excitation avec un potentiel d'action isolé
dont la latence moyenne est de 3,7±0,2 ms, suivie d'une bouffée de 2 à 5 potentiels
d'action, avec une latence moyenne de 11,8 ±0,5 ms (fig. 1A et B). La première réponse

peut suivre des stimulations répétées (train de 3 ou 4 chocs avec une fréquence interne
de 150 à 250 Hz). Enfin la présentation en dot-display met en évidence un premier arrêt
d'activité des neurones du noyau subthalamique entre les deux périodes d'activation puis

un second pendant un durée de 70 à 130 ms (fig. 1 C). Dans les expériences réalisées sur
des animaux dont la capsule interne avait été sectionnée au niveau du globus pallidus,
seule la réponse initiale d'excitationétait encore observable (9 cellules) après stimulation
du noyau parafasciculaire. Il en a été de même lorsque cette stimulation était effectuée

sur des animaux n'ayant subi qu'une lésion chronique du globus pallidus (7 cellules).
Enfin, dans la série expérimentale comportant une stimulation pharmacologique des

neurones du noyau parafasciculaire, l'injection de carbachol a provoqué un accroissement
d'activité pour toutes les cellules retenues (n = 8), sous réserve des conditions suivantes :

injection bien centrée dans le noyau parafasciculaire, enregistrement réalisé pendant

au moins 25 mn, contrôle histologique de la localisation subthalamique de la cellule.
L'augmentation du rythme débutait une à deux minutes après la fin de l'injection
et atteignait sa valeur maximale au bout de 5 mn. L'accroissement moyen a été de
105±14%.

DISCUSSION. — Dans cette étude préliminaire, il est donc montré que la stimulation
électrique du noyau parafasciculaire provoque une réponse complexe des neurones du
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Réponses enregistrées au niveau du noyau subthalamiqueaprès stimulation électrique isolée du noyau parafasci-
culaire (chaque image correspondà un neurone différent mais les bases de temps sont identiques) : enregistre-
ment oscillographique direct d'une (A) et de cinq réponses superposées (B) montrant la faible variabilité de
la latence de la réponse initiale, caractère aussi illustré par un histogramme post-stimulus obtenu avec
128 stimulationssuccessives (D); représentation en diagrammede points qui illustre les deux phases d'excita-
tion et d'arrêt de l'activité des neurones du noyau subthalamiqueproduites par la stimulation thalamique,
séquence marquée par la barre, encadrée par un enregistrement initial et un autre final, de passages successifs
d'activité spontanée.

Examples of extracellularly recorded responses in the subthalamic nucleus after single shock parafascicular
electrical stimulation (arrows). Each panel corresponds to a différent neuron: A. Oscilloscopic record to show
early excitation with a single action potential followed by a burst of spikes. B. Superimposition of five
successive responses to illustrate the very small latency variability of the earlier response. C. Dot-display:
sweeps of spontaneous activity were recorded before and after the period of stimulation (indicated by a
bar). Notice the dépression of neuronal activity between the two excitatory phases and after the second
one. D. Post-stimulus hislogram obtained with 128 successive stimulations (bin width 0.4 ms).

noyau subthalamique. Sa composante initiale d'activation résulte très probablement de
la mise en jeu de la relation monosynaptique correspondant à la projection thalamo-
subthalamique décrite anatomiquement et caractérisée morphologiquementpar l'aspect
asymétrique de ses terminaisons synaptiques au niveau du noyau subthalamique,critère
qualifiant une jonction excitatrice [12]. En effet, bien que cette réponse ait été enregistrée
en condition extracellulaire, sa nature monosynaptique est nettement suggérée par la
faible variabilité de sa latence et sa capacité à suivre des stimulations de fréquence élevée.
La mise en jeu d'un réflexe d'axone dans l'hypothèse où les projections thalamiques et
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subthalamiques proviendraient des mêmes neurones corticaux, ou d'une relation disynap-
tique thalamo-cortico-subthalamique ne peut pas être retenue puisque cette réponse
d'excitation subsiste après section de la capsule interne. De plus, la valeur moyenne de
la latence observée est nettement inférieure à celle (8,6 ms) qui a été signalée pour des
réponses d'excitation obtenue par enregistrement extracellulaire au niveau du noyau
subthalamique [18]. La bouffée de potentiels observée au cours de la deuxième phase
d'activation est produite par mise en jeu d'un circuit indirect. Puisque cette réponse
tardive disparaît après lésion chronique du globus pallidus, on peut proposer l'hypothèse
suivante : comme les noyaux intralaminaires du thalamus projettent également sur le

striatum ([8], [15]), en produisant une excitation [19], la stimulation de la voie thalamo-
striatale provoque un accroissementde l'effet inhibiteur de la projection striato-pallidale,

ce qui diminue l'activité des neurones pallidaux. Ceci entraîne alors une désinhibition du

noyau subthalamique.
Les expérimentations comportant des microinjections ont permis de stimuler sélective-

ment les neurones du noyau parafasciculaire sans affecter les éléments axoniques passant
à l'intérieur de cette structure ou en son voisinage ainsi que cela a été employé dans une
autre expérimentationportant sur les ganglionsde la base ([6], [7]). Le choix d'un agoniste
cholinergique, le carbachol, a été motivé par la description de voies ayant une nature
cholinergique parmi les afférences réticulo-thalamiques aboutissant au noyau para-
fasciculaire [22]. Par ailleurs, des microinjectionsde concentration et de volume compara-
bles réalisées au niveau du noyau parafasciculaire s'étaient révélées efficaces dans une
expérimentation précédente où étaient étudiés les effets de la stimulation du noyau
parafasciculaire sur la circulation sanguine cérébrale [23]. Le fait que ce mode de stimula-
tion entraîne un accroissementsoutenu de l'activité des neurones du noyau subthalamique
paraît démontrer que la sommation des effets excitateurs directs ou indirects en relation

avec l'activationdu noyau parafasciculaire est nettement supérieure à celle des composan-
tes inhibitrices.

En conclusion, ces premiers résultats permettent d'attribuer un caractère excitateur à la
projection thalamo-subthalamiqueet montrent que le noyau parafasciculaire contribue

au maintien de l'activité tonique des neurones du noyau subthalamique. Enfin, ils

suggèrentque le noyau subthalamique pourrait intervenir non seulementdans des activités
motrices mais aussi dans d'autres activités en relation avec le système limbique.

Ce travail a bénéficié de l'aide de FI.N.S.E.R.M. (C.R.E. 910804). Les auteurs remercient vivement
E. Dehausse (I.N.S.E.R.N.U. 161) pour la réalisation des illustrations.
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Physiologie végétale/Plant Physiology

Effets du gel sur la peroxydation des lipides membranaires
de racines de Rhododendron (Rhododendron cv.

Jean-Marie de Montaguë)

Muriel LOUBARESSE, André PAULIN et Jean DEREUDDRE

Résumé — Les racines de rhododendron préalablement endurcies 40 jours et soumises à des
refroidissements par paliers successifs allant de 0 à — 15°C suivis de réchauffements à +20°C,
présentent des teneurs en phospholipides et galactolipidesconstamment supérieuresà celles observées
pour les racines non endurcies. On constate en particulier, des teneurs plus élevées en acide
phosphatidique, en phosphatidylcholine et digalactosyldiacylglycérol.Au cours de l'abaissement de
température et à l'issue du réchauffement, on note une accumulation d'acide phosphatidiquetandis
que la phosphatidylcholine et le digalactosyldiacylglycéroldiminuent. Les taux de peroxydes et de
malondialdéhyde s'accroissent fortement attestant une forte activité de dégradation des lipides
membranaires.

Effects of freezing on membrane lipid peroxidation of Rhododendron roots
(Rhododendron cv. Jean-Marie de Montaguë)

Abstract — After freeze-thaw cycles, phospholipidand galactolipid levels in roots cold-acclimated
for 40 days were higher than in non-acclimated roots. In particular, levels of phosphatidic acid,
phosphatidylcholineand digalactosyldiacylglycérolwere higher. Phosphatidic acid accumulated in
the frozen tissue while phosphatidylcholineand digalactosyldiacylglycéroldecreased. Peroxide and
malondialdéhyde levels Increasedafterfreezing and thawing, demonstratingperoxidation of membrane
lipids.

Abridged English Version — During cold acclimation of rhododendron roots (Rhododen-
dron cv. Jean-Marie de Montaguë), the levels of membrane phospholipids and galactolipids

increased; in particular, increases were noted in phosphatid5rlcholine (PC) and in digalactosyl-
diacylglycérol (DGDG). Thèse increases were accompanied by a rise in unsaturation of
fatty acid chains ([1], [2]). It is known that membranes are the primary site of freezing
injury which induces lipid catabolism [3] and accélérâtes lipid peroxidation [4]. We hâve
examined the influence of freezing température from 0 to — 15°C on phospholipid and
galactolipid levels and on lipid peroxidation after thawing at +20°C in cold-acclimated and
non-acclimated rhododendron roots.

Two-year-old rhododendrons grown in containers were kept in climatic chambers at + 20°C

with a relative humidity of 0.60 and a 16-hrs. photoperiod of light intensity 93 (-.moles

PAR m-2 s- 1. Non-acclimated plants were kept permanently under thèse conditions. After

one month the plants were transferred for 40 days to a cold-hardening cabinet using a day

température of 10°C, a night température of 5°C, and a relative humidity of 0.60. Plants

were frozen using daily 5°C décréments from 0 to — 15°Ç. At selected températures, they

were thawed for 24 hrs. at + 20°C, after which roots were isolated, and the différent analyses
effected. Each assay was performed in triplicate.

Lipids were extracted and assayed at each température according to the methods of Bligh

and Dyer [5]. Phospholipids and galactolipids were separated by thin-layer chromatography

as described by Lepage [6] and transmethylated according to Metcalfe et al. [7]. Methylated
fatty acid esters were analysed on a Girdel type 30 gas chromatograph using a carbowax
column 0.32 mm in diameter and 25 m long at 165°C. The carrier gas was hélium.

Note présentée par Alexis MOYSE.
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Extracted lipids were assayed according to the method of Bligh and Dyer [5], and the
peroxide index was measured according to the method of Koch et al. [8]. Malondialdéhyde
(MDA) was measured according to Heath and Parker [9].i

After 40 days of cold-hardening, phospholipid and galactolipid levels increased respectively
by 49 and 56% (Fig. 1A and 1B). Phospholipid and galactolipid levels in cold-acclimated

roots and in non-acclimated roots decreased after each freeze-thaw cycles.

Phosphatidic acid (PA) and phosphatidylcholine (PC) i levels remained higher in cold-
acclimated roots after freezing (Fig. 2A and 2B). With acclimated roots the rise in PA was
observed at the beginning of the assay; with non-acclimated roots, it occurred between

— 5 and — 10°C. In ail cases, phosphatidylcholine(PC) decreased (Fig. 2B). Furthermore,
digalactosyldiacylglycérol (DGDG) levels were always higher after freezing with cold-acclima-
ted roots (Fig. 3), and decreased from 0 to — 15°C in acclimated and non-acclimated roots.

Linoleic acid (C18:2) and linolenic acid (C18:3) levels in phospholipids and galactolipids
(Table) were maintained higher in cold-acclimated roots. ',

Peroxide and malondialdéhyde levels increased sharply after freezing and thawing (Fig. 4A
and 4B), but a slowdown was observed with cold-acclimated roots.

Freezing and thawing injuries were accompanied by an accumulation of phosphatidic acid
in rhododendron root cells (Fig. 2A). This process was indicated by a high activity of
phospholipase D when the tissue was frozen, as has been seen by Horwath et al. [10],

Kuiper [11], Sikorska and Kacperska [12], Yoshida and Sakai [13]. The last three authors
proposed that phospholipase D activity was dépendent on the degree of Cold acclimation.
Our results revealed greater dégradation of phosphatidylcholine (PC) and digalactosjddiacyl-
glycerol (DGDG) in non-acclimated roots (Figs. 2B and 3): During cold acclimation, phos-
pholipid and galactolipid levels in rhododendron roots increased [1]. Thèse high levels of
polar lipids were maintained during freeze-thaw cycles in cold-acclimated roots (Fig. 1A and
1B). The supply to the membranes may be correlated with a greater résistance of rhododen-
dron roots. In particular, the increases in PC and DGDG noted hère are known to play

an important rôle in cold hardening and furthermore in freezing résistance ([1]-
[3]). According to Kuiper [11], the excess of PC in cold-hardened tissue counterbalances
the phospholipase D activity and modérâtes the decrease: of unsaturation (Table). When
plants were kept under normal growth conditions, peroxide and malondialdéhyde (MDA)
levels in the roots (Fig. 4A and 4B) increased after freezing, and seemed to be correlated
with marked catabolism of polar lipids. In contrast, with cold acclimation, lipid peroxidation

was moderated. According to several authors, cold acclimation may attenuate lipid peroxida-
tion [4], perhaps, as Spychalla and Desborough hâve suggested [14] by a decrease in free
radical content.

Before hardening, with acclimated rhododendron roots, some of the transformations implica-
ted in the loss of membrane integrity, such as lipid dégradation, would be delayed.

INTRODUCTION. — Au cours de l'acclimatation au froid de racines de rhododendron
(Rhododendroncv. Jean-Marie de Montaguë), on obserye un accroissementdes phospho-
lipides et des galactolipidesmembranaires, en particulier, une augmentation de phosphati-
dylcholine (PC) et de digalactosyldiacylglycérol(DGDG) [1]. Parallèlement, un accrois-
sement du taux d'insaturation des chaînes d'acides gras! est mis en évidence [1]. On sait

que l'action du gel s'exerce de manière privilégiée au niveau membranaire par une
dégradation des lipides ([2], [3]) et de ce fait, accélère lesiperoxydations lipidiques [4].
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Il nous a paru intéressant de comparer l'évolution des lipides polaires et de la peroxyda-
tion lipidique membranaire de racines de rhododendron endurcies et non endurcies, au
cours de refroidissements par paliers successifs de 24 h allant de 0 à — 15°C suivis de
réchauffements de même durée à + 20°C.

MATÉRIEL ET MÉTHODES.- Des rhododendrons(Rhododendroncv. Jean-Marie de Montaguë) âgés de 2 ans,
cultivésen conteneurs sont, dès leur arrivée au laboratoire, entreposés en enceintesclimatiques à 20°C, humidité
relative 0,60 pour une photopériodede 16 h (éclairement : 93 umoles PAR m-2 s-1), durant 1 mois. A l'issue
de ce prétraitement, l'endurcissement des plantsest réalisé avec 8 h de lumièreet 16 h d'obscuritérespectivement
à 10 et 5°C dans les mêmes conditions d'éclairement et d'humidité relative. L'endurcissement dure 40 jours.
Les plantes non endurcies sont placées en permanence dans les conditions du prétraitement.

Le refroidissement (plantes non endurcies et endurcies) est réalisé par paliers successifs de 24 h à 0, —5,

—10 et — 15°C; chacun de ces séjours étant suivi d'un réchauffement à +20°C de même durée à l'issue duquel
les analyses sont effectuées. Trois plantes sont prélevéespour chaque dosage.

Analyse des lipides. — Les trois plantes prélevées sont traitées indépendamment : le système racinaire est
débarrassé de sa terre, sectionné et rincé à l'eau distillée. Il est ensuite congelé dans l'azote liquide puis
lyophiliséen vue de l'analyse des lipidesmembranaires. Lès lipides sont extraits par un mélange chloroforme/mé-
thanol (5/5, v/v) selon la méthode de Bligh et Dyer [5]. Les phospholipides et les galactolipides sont séparés

par chromatographiesur couche mince par la méthode de Lepage [6] et transméthylés selon la technique de
Metcalfe et coll. [7]. Les esters méthylés des acides gras sont dosés par chromatographie en phase gazeuse
(Girdel type 30) sur une colonne capillaire de Carbowax de 0,32 mm de diamètre et de 25 m de long à 165°C.

Le gaz vecteur est l'hélium.

Dosage du malondialdéhyde (MDA). — Le dosage du MDA est réalisé selon la méthode de Heath et
Parker [9].

RÉSULTATS. — Teneurs en phospholipides et galactolipides (fig. 1A et 1B). — A l'issue
d'un endurcissement de 40 jours, les teneurs initiales en phospholipides et galactolipides

se sont accrues respectivement de 49 et 56%. Au cours des refroidissements et des
réchauffements ultérieurs, les taux de phospholipides et de galactolipides des racines
endurcies, restent, dans tous les cas, supérieurs aux teneurs des racines non endurcies.
Les variations observées tout au long de l'expérience sont de faible amplitude. Qu'il

Fig. 1. —
Évolution en fonction de la température des teneurs pondérales en phospholipides (fig. 1A). et en

galactolipides (fig. 1B) des racines endurcies (_3) et non endurcies (D). T : températurede référence avant
le gel. Les barres verticales représentent l'écart type.

Fig. 1. — Changes in phospholipids (Fig. IA) and galactolipids (Fig. li?) with température in cold-acclimated
roots (___) and non-acclimatedroots (D). T: référence température before freezing. Vertical bars represent
standarddéviation.
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Fig. 2. —
Évolution en fonction de la température, de!s teneurs pondérales en acide phosphatidique(fig. 2A)

et en phosphatidylcholine (fig. 2B) des racines endurcies (___) el ndn endurcies (D). T : température de
référence avant le gel. Les barres verticales représentent l'écart type.

Fig. 2. — Changes in phosphatidic acid (Fig. 2A) and in phosphatidylcholine(Fig. 2_3) with température in cold-
acclimated roots (SS) and non-acclimatedroots (D). T: référence température beforefreezing. Verticalbars

representstandarddéviation.

s'agisse des racines non endurcies ou endurcies, on observe une diminution de teneurs en
phospholipides et galactolipidesde 0 à — 15°C; à — 15°C, celles-ci représentent respective-
ment 90 et 107% des valeurs initiales pour les phospholipides et 71 et 63 % des valeurs
initiales pour les galactolipides.

Évolution des catégories lipidiques des phospholipides (fig. 2A et 2B). — Les teneurs en
acide phosphatidique(PA), phosphatidylcholine (PC), d'une part, et en phosphatidylétha-
nolamine (PE), phosphatidylgycérol (PG), phosphatidylinositol (PI) non représentés ici
d'autre part, des racines endurcies, sont supérieures à celles observées avec les racines

non endurcies après réchauffement quel que soit l'abaissement de température. En ce qui

concerne les racines endurcies, après le traitement à 0°C, un fort accroissement en PA
s'observe à l'issue du réchauffement. Avec les racines noh endurcies, cet accroissement
intervient à plus basse température : entre —5 et — 10°C. jEn fin d'expérience, à — 15°C,

ces différences s'expriment par des teneurs égales respectivement à 129%o et 150 % des
valeurs initiales.

D'une manière générale, c'est à l'issue d'un refroidissement entre —5 et — 15°C que se
produit la diminution du taux de PC. Après refroidissement à — 15°C, il représente
respectivement87 % des valeurs initiales pour les racines endurcies et 73,5 % des valeurs
initiales pour les racines non endurcies.

Des écarts types importants peuvent s'observer pour PÂ et PC qui pourraient s'expli-

quer par des variations d'échantillonnage.
Évolution des catégories lipidiques des galactolipides(fig. 3). — Les teneurs en digalacto-

syldiacylglycérol (DGDG) et en monogalactosyldiacylglycérol (MGDG), des racines
endurcies, (seules sont représentées les valeurs de DGDG), sont toujours supérieures à
celles observées pour les racines non endurcies quelle que soit la température.

Les teneurs en DGDG, qui présentent de fortes variations individuelles, diminuent
dans les deux cas avec l'abaissement de température. Après un refroidissementà — 15°C,
elles représentent respectivement64 et 66 % des valeurs initiales.
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TABLEAU

Évolution en fonction de la température(± l'écart type) des chaînes d'acides gras des phospholipides

et des galactolipidesdes racines endurcies et non endurcies.

Changes in phospholipidandgalactolipidfatty acid levels (± standarddéviation) with température
in cold-acclimatedroots and non-acclimatedroots.

Témoin I I

Traitement NE20°C 0°C -5°C -10°C -15°C
1 1 E10/5°C 1111

ACIDES GRAS C18:2
.

NE 421,6+30,6 413,1+33,1 422,8+30,0 431,2±12,1 368,8±11,2

'
DES E 606$i35£ 795,6±31,2 809,l±i0£ 683,7±i02 529,02262

PHOSPHOLIPIDES C18:3 NE 135,9+13,0 170,7±31,8 145,5±58,7 82,33±35,3 78,6__20,1

(p-g/gMS) E 458£±30,1 425,9-^3,0 330fliS5,6 3U,8mj 247,3+16,1

ACIDES GRAS C18:2 NE 150,9+55,2 101,6±13,1 123,6±14,8 92,3+26,9 74,6±6,3

DES
___=

E 192,0+27,5 I77,I±30,5 177,5*18,3 177,5±29,1 67,7£2,8

GALACTOLIPIDES C18:3 NE 5&,9+14,4 75,8+__0,4 63,0+20,0 58,7±4,5 53,1±7,3
.

(Hg/gMS) E 223,9±54,9 290,7±39,2 168$±46,7 I67,2±8,3 109,3+9,5

Évolution des acides gras des phospholipides et des galactolipides (tableau). — Dans
tous les cas, les teneurs en acide linoléique (C18 :2) et en acide linolénique (C18: 3) sont
plus élevées lorsque les racines ont été endurcies (seuls sont retenus ici les résultats relatifs

au C18:2etauC18:3).
D'une manière générale, on observeune diminution de ces acides gras lorsque progresse

l'abaissement de température.
Évolution du taux de peroxydes (fig. 4A). — Dans les deux cas, le taux de peroxydes

s'accroît fortement jusqu'à — 5°C. Ensuite, entre —5 et — 15°C, ce taux reste constant
pour les racines endurciesalors qu'il continue de s'accroître pour les racines non endurcies.
En fin d'expérience, ces teneurs représentent respectivement 330 et 350 % des valeurs
initiales.

Évolution du taux de MDA (fig. 4B). — Le taux de MDA s'accroît dans les deux cas
fortement lors de l'abaissement de la température.

DISCUSSION. — L'accumulationd'acide phosphatidique dans les cellules de racines de
rhododendron,rend compte du catabolisme des lipides qui a Heu au cours des refroidisse-
ments successifs entre 0 et — 15°C suivis de réchauffements à +20°C. Ce processus est
attesté par une forte activité de la phospholipase D lorsque les tissus sont soumis à un
cycle de gel-dégel comme cela a été vu par Horwath et coll. [10], Kuiper [11], Sikorska
et Kacperska [12], Yoshida et Sakai [13]. Ces trois derniers auteurs constatent que la
phospholipase D est d'autant moins active que l'endurcissement du végétal est plus
profond; nos résultats montrent une dégradation plus intense de PC et de DGDG chez
les racines non endurcies sans que l'on puisse dire si les modifications observées appa-
raissent au cours de la congélation ou lors du réchauffement ultérieur.

On peut penser que le fort enrichissement initial en phospholipides et galactolipides
provoqué par l'endurcissement [1], permet une meilleure résistance au gel puis au dégel
du système racinaire comme le montrent ici, les teneurs constamment supérieures obser-
vées avec les racines endurcies. L'augmentation des taux de PC et de DGDG connus
pour être impliqués dans la résistanceau froid ([1], [2]) et en particulier, selon Kuiper [11],
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l'excès de PC dans les tissus à l'issue de l'endurcissement, participerait au ralentissement
de la saturation corrigeant l'action de la phospholipase D. \

En l'absence d'endurcissement, les taux de peroxydes et de MDA sont très élevés aux
basses températures, rendant compte d'une intense dégradation des lipides polaires. A
l'inverse, après acclimatation, on observe une diminution des peroxydations lipidiques.
Pour certains auteurs, en effet, l'acclimatation au froid ralentirait la peroxydation des
lipides [4], peut-être, comme le suggèrent Spychalla et Desborough [14] en provoquant
une diminution des radicaux libres.

Ainsi, lorsque l'acclimatation au froid des racines de rhododendron est réalisée avant
le gel, certaines des transformations impliquées dans la perte d'intégrité membranaire,
comme la dégradation des lipides apparaissent ralenties.

Ce travail a pu être réalisé grâce à l'ONIFLHOR. Le matériel végétal nous a été généreusement fourni par
les pépinières Derly au Thilliers-en-Vexin.

Note remise le 24 juin 1991, acceptée après révision le 19 septembre 1991.
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Fig. 3. —
Évolution en fonction de la température,

des teneurs pondérales en digalactosyldiacylglycé-
rol des racines endurcies (S) et non endurcies
(D). T : température de référence avant le gel.

Les barres verticales représentent l'écart type.

Fig. 3. — Change en digalactosyldiacylglycérolwith

température in cold-acclimatedroots (S) and non-
acclimated roots (D). T: référence température
before freezing. Vertical bars represent standard
déviation.

Fig. 4. - Évolution des taux de peroxydes (fig. 4A) et de MDA (fig. 4B) des racines endurcies (_§) et non
endurcies () en fonction des basses températures. T : températurede référence avant le gel. Les barres
verticales représentent l'écart type.

Fig. 4. — Changes in peroxide (Fig. 4A) andmalondialdéhyde levels (Fig. 4B) with the température in acclimated-

roots (_§) and non-acclimatedroots (D). T: référence température before freezing. Vertical bars represent
standarddéviation.
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Physiologie cellulaire végétale/Plant Cell Physiology

Facteurs enzymatiques du brunissement in vitro et capacité
embryogène des cals &Hevea brasiliensis

Fatima HOUSTI, Michel COUPÉ et Jean D'AUZAC

Résumé — Les cals tissulaires d'Hevea montrent souvent, dès 40 jours de culture, un brunissement
(nécrose)entravant leur développement embryogène. Le brunissement apparaît en même temps que
de fortes activités peroxydases (PO), polyphénoloxydases (PPO) soluble et liée, alors qu'augmente
la superoxyde dismutase (SOD) et que la catalase (CAT), importante au départ, tend vers zéro.
L'analyse séparée de cals clairs ou nécrosés montre chez ces derniers des activités PO, PPO liée,
NADH-quinoneréductase (NQR)plus importantes alors que PPO soluble et SOD sont sensiblement
plus faibles. Ceci peut traduire une opposition entre les enzymesproduisant ou utilisant des formes
toxiques d'oxygène (PO, PPO, NQR) et celles qui les neutralisent (SOD, CAT). De faibles teneurs
en hormones en première subculture favorisent le développement du potentiel embryogène mais
aussi le brunissement lequel s'oppose finalement au développement des embryons.

Enzymatic factors in browning in vitro and the embryogénie capacity of Hevea
brasiliensiscallus

Abstract — Rubber tree tissue callusfrequently displays browning (necrosis) after 40 days ofculture
which impedes embryogénie development. The browning appears at the same time as strongperoxidase
(PO) and soluble and bound polyphenoloxidase(PPO) activities, whereas there is an increase in
superoxide dismutase (SOD) and the initially considérable catalase (CAT) decreases towards
zéro. Separate analysis ofpale and necroiic callus revealed greater PO, bound PPO and NADH-
quinone réductase (NQR) activities, whereas soluble PPO and SOD were distinctly weaker. Tins may
indicate opposition between the enzymes producing or taking up toxic forms of oxygen (PO, PPO,
NOR) and those which neutralize them (SOD, CAT). Low hormone contents in the first subculture
enhanced the development of embryogénie potentialand also the browning whichfinallyprevented the
development ofembryos.

AbridgedEnglish Version — Somatic embryogenesis is one of the methods of approaching
in vitro multiplication of Hevea brasiliensis [1], However, callus from the inner integument
of immature fruits frequently displays browning (necrosis) in vitro which leads to tissue
degeneration and the stopping of embryogénie development. The work in die literature on
browning in vitro is more concerned with control methods ([2]-[7]) than with the biochemistry
of the phenomenon.

The browning classically results from a cellular decompartmentation involving vacuolar
phénols and mainly cytoplasmic enzymes [8], This decompartmentation is often due to a
membranal dégradation by toxic forms of oxygen [9].

Explants from integuments of immature Hevea seeds were cultured on MH1 callogenesis
médium [10] containing 4.5 uM of 3.4-D and BAP and 30 uM of AgN03[ll]. After
25 days the callus was subcultured on a médium with a low hormone content (0.45 pM of
3.4-D and BAP) and enriched with spermidine 50 uM (12). Analytical methods hâve' been
described previously ([13]-[16]).

Progressive browning of callus was observed in the first subculture in in vitro development
of the explants. This was related to a considérable increase in peroxidase (PO) and free
and bound polyphenoloxidase (PPO) activities, and, to a lesser extent, in superoxide dismutase
(SOD) activity. In contrast, there was a spectacular decrease and disappearance of catalase
(CAT) activity in the callus. NADH-quinone réductase (NQR) activity, producing toxic

oxygen (0_T), remained practically stable (Fig. 1). In experiments carried out for a longer

Note présentée par Alexis MOYSE.
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time SOD and PPO activities decrease at varying rates on day 40. A breakdown of PO
activités at day 60 goes with a more or less complète degeneration of the tissues.

Separate anal}_is of pale and necrotic callus after 46 days of culture showed that PO,
bound PPO and NQR activities were greater in necrotic jcallus whereas soluble PPO and
SOD were distinctly lower (Fig. 1).

Observation on day 55 of the différent calli classified ! according to the percentage of
browning showed that only 3% were not or only slightly necrotic and were then 100%
embryogénie. 60% of the 50-75% necrotic calli were embryogénie. Only 11% of the
totally necrotic calli bore embryos; thèse formed before total necrosis (Fig. 2). The culture
conditions used enhanced tissue browning although they did enable the appearanceof embryos
which degenerated fairly rapidly.

Considération of the biochemical browning mechanism leads to the conclusion that the
increase in PO activity and the disappearance of CAT are sufficient to cause browning; the
increase in bound PPO activity has a similar effect.

The toxic forms of oxygen (0'2~) produced almost continuously by NQR may be neutrali-
sed by SOD (with production of H202) if CAT activity did not dwindle progressively. In
tiiis case, the Haber-Weiss reaction [17] produces even more toxic forms of oxygen, such as
OH' which is particularly aggressive towards the unsaturated fatty acids of membrane phos-
pholipids and hence causes cell decompartmentation [18]. While a corrélation is classically
found between browning and PPO activity ([19], [20]) the originality of this work is the
disappearance of catalase activity. Under the conditions used, an imbalance thus occurred
between the enzymes which enhance browning (PO, PPO, NQR) and protective enzymes
(SOD, CAT).

A hormone shock is classically used to switch from callogenesis to embryogenesis ([21]-
[23]); however, it would seem that too sharp a réduction in hormones may harm embryogene-
sis by enhancing browning [24]. This fact does not exclude that in other conditions perfectly
clear calli are totally devoid of embryogénie potentialities. ;

INTRODUCTION. —
Étant donnée l'importance économique de YHevea et son mode de

propagationpar greffage, sa multiplication in vitro a fait l'objet de nombreux travaux [1].
Plusieurs voies d'approche sont abordées, notamment l'embryogenèse somatique.

Les cals issus du tégument interne de fruits immatures sont les plus prometteurs bien
qu'ils présentent souvent un phénomène de brunissement qui conduit rapidement à la
nécrose des tissus sans que la biochimie du phénomène soit connue.

Alors que le phénomène de brunissement a été largement étudié chez les fruits, il n'est
que rarement considéré en culture in vitro. Les travaux dans ce domaine concernent plus
les moyens de lutte que les mécanismes du phénomène.1 Ainsi, le polyvinylpyrrolidone
(PVP) donné comme piège à phénols réduit considérablement le brunissement chez
Hamamelis [2] alors qu'il n'a qu'un faible effet sur des cals de Pinus sylvestris [3]. Chez
les cals de Parthenium argentatum le remplacement du milieu solide par un milieu liquide
se révèle aussi très bénéfique [4] sans que l'on puisse l'expliquer. L'acide ascorbique et la
cysteine réduisent l'oxydation des phénols chez le café [5]^ L'obscurité et le charbon actif
évitent également le brunissement de ce matériel [6]. Le charbon actif qui est un absorbant
des composés phénoliques restaure le potentiel embryogène des cals de Quercus petrea et
de Fagus sylvaiica [7].
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Le brunissement résulte classiquement d'une mise en contact des systèmes oxydatifs
(essentiellement cytoplasmiques) et de leurs substrats (plutôt vacuolaires) [8]. Ce phéno-
mène implique une décompartimentation cellulaire consécutiveà des traumatismes méca-
niques (coupe, blessure, attaque de pathogènes), à la sénescence des tissus ou à une
dégradation accidentelle des membranes, par des formes toxiques d'oxygène lesquelles
sont impliquées dans la sénescence foliaire [9].

Le but essentiel de ce travail est d'aider à la compréhension des mécanismes du
brunissement, en culture in vitro. Pour ce faire, on a pris en compte des systèmes
enzymatiques classiquement impliqués dans l'oxydation des composés phénoliques, la
production et la neutralisation des formes toxiques d'oxygène et on a cherché à relier
leur activité à l'intensité du brunissement mais aussi à la conservation du potentiel
embryogène des cals obtenus.

MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Les explants sont issus des téguments internes des graines
prélevées aseptiquement sur des fruits immatures [10]. Us sont mis en culture sur un
milieu MH1 [10] supplémenté en acide 3,4-dichlorophénoxyacétique (3,4-D), 4,5 uM;
benzylaminopurine (BAP), 4,5 pM et AgN03, 30 pM [11]. Après 20-25 jours, les cals
sont repiqués sur le même milieu de base dont la teneur en hormone est réduite (3,4-D
et BAP : 0,45 uM) et qui est complémenté en spermidine, 50 uM [12].

L'effectif des explants mis en culture pour un traitement donné d'une expérience est
de 200 minimum. Ainsi, pour chaque stade étudié, un échantillon de 30 à 40 cals,
représentatif de l'ensemble, est prélevé, lyophilisé et conservé sous vide à — 18°C.

Au moment de l'extraction, les cals sont broyés et homogénéisés sous azote liquide.

• Par la suite 200 mg de cette poudre sont homogénéisés au froid dans un tampon
phosphate 0,1 M (pH 7,3) contenant 5% de polyclar AT. L'extrait est centrifugé
(40 000 g x 20 mn) puis le culot après agitation est remis en suspension, agité 20 mn et
extrait une 2e fois dans le même tampon. Les 2 surnageants réunis constituent l'extrait
brut sur lequel sont effectués les dosages des activités enzymatiques solubles. Le culot
est repris une troisième fois par le même tampon en présence de 1 % de triton X 100
afin d'extraire les polyphénoloxydases (PPO) liées.

La peroxydase (PO) est déterminée par spectrophotométrie à 470 nm en présence de
gaïacol et de H202 [13]. L'activité catalase (CAT) est mesurée à 240 nm en présence de
H202 [13]. La superoxyde dismutase est évaluée par la formation de formazan à 560 nm
selon la méthode de Beauchamp et Fridovich [14]. La NADH-quinoneréductase (NQR)
est déterminée par la méthode de Hoffman [15] qui utilise également le formazan. La
PPO est mesurée à Foxygraphe par la consommation d'oxygène en présence de
4-méthycatéchol.Les protéines sont dosées par la méthode de Bradford [16].

Le dosage des activités enzymatiques sur 3 extraits différents d'une même poudre
donne un coefficient de variation de 2 à 6 %.

En fin de culture un examen attentif permet de distinguer les cals dit embryogènes
portant des embryons ou proembryons visibles à l'oeil nu.

RÉSULTATS. — L'analyse des activités enzymatiques en fonction du développement des
cals montre des évolutions différentes selon l'enzyme considérée. Ainsi la PO, les PPO
soluble et liée et la SOD augmentent au cours du temps de culture d'une façon assez
semblable (fig. 1). Dans des expériences menées à plus long terme les activités SOD et
PPO chutent vers 40 jours ; un effondrement de l'activité PO vers 60 jours accompagne
la dégénérescence quasi totale des cultures.
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Fig, I, —
Évolution des activités spécifiques (n kal mg prot,) des peroxydases (PO), polyphénoîoxydases

solubles et liées (PPO_, PPO,), NADH-qumone-réductase (NQR),;superoxyde-dismutase (SOD) et catalase
(CAT) en fonction.de l'âge de la culture, La barre représente l'intervalle de confiance pour />=û,05, -.—,
Ç3Î.S clair?, -- — -,

cals nécrosés, '

Fig, \, — Evolution ofspécifie activities(n kat/mgprot.)ofperoxidases (PO), solubleandboundpolyphenoloxidases
(PPQE, PPOi), NADH*quinone-rçductase (NQR), superoxide^dismuiase (SOD) and catalase (CAT) according
to the âge qf the culture, The bars represent the confidence intervalforp<=0,Q5.

-.—.—,
pale callus. —,

necrotic callus, '

La CAT, par contre, présente une activité très importante dans les explants; elle
décroît régulièrement au cours de la culture et n'est plus dosable entre 40 et 50 jours
selon les expériences (fig. 1),

L'activité NQR (fig, 1) génératrice d'ions Q'2"~ est maximale chez les explants initiaux
(JQ) ; elle diminue puis se stabilise par la suite, ' i

Il est extrêmement fréquent de constaterdans un récipient de culture une hétérogénéité
dans le brunissement des différents explants introduits. lOn a pu ainsi séparer à 46 jours
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Fig. 2. - Pourcentagedes cals clairs et nécrosés après 55 jours de culture
et pourcentage de cals embryogènesdans chaque groupe.

Fig. 2. — The percentagesofpale and necrotic calli after 55 days ofculture
and the percenlageof embryogénie calli in each group.

les cals totalement clairs de ceux qui sont partiellementou totalement nécrosés. L'analyse
séparée de ces cals montre alors que la nécrose est concommitante d'activités PO, PPO
liée et NQR significativement supérieures. Les activités PPO solubles sont significative*

ment inférieures chez ces mêmes cals nécrosés tandis que l'activité SOD serait inférieure

à la limite de la signification (fig. 1).

Si Ton considère à J 55 le potentiel embryogèneestimé sur 101 cals dans nos conditions
de culture (fig. 2), les cals totalement clairs ou faiblement nécrosés ne représentent que
3 % de l'ensemble des cals mais ils sont tous embryogènes. Les cals portant 50 à 75 % de
nécrose sont encore embryogènes à 60% tandis que la capacité embryogène des cals

totalement nécrosés n'est que de 10% et d'ailleurs elle s'était exprimée avant la nécrose

totale.

DISCUSSION. - Ces résultats montrent que les conditions de culture adoptées ici

induisent le brunissement puis la nécrose des cals. Elles permettent toutefois l'apparition
d'un certain potentiel embryogène lequel ne peut d'ailleurs pas s'exprimer par la suite de
la dégénérescence des tissus.

Les téguments internes lors de leur introduction in vitro se caractérisent globalement

par l'absence quasi absolue d'activités PO, PPO soluble et liée et une très faible activité
SOD. A l'opposé on mesure des activités CAT et NQR importantes.

L'examen de l'évolution de ces activités enzymatiques lors de la culture montre
clairement des variations opposées, l'augmentation des activités peroxydase (néfaste), la

diminution de l'activité catalase (protectrice) contribuent logiquement au brunissement
des tissus et pourraient à elles seules expliquer globalement ce phénomène. L'apparition
des activités PPO liée contribue au brunissement. Les activités NQR, productrice d'ion
superoxyde (02~) et SOD, détoxifiante de cet 0'2~, s'opposent globalement au long de

la culture bien qu'à des niveaux différents. La comparaison des cals clairs et nécrosés à

J 46 conforte cette interprétation en montrant le caractère néfaste de la NQR et protecteur
de la CAT.

La présence constante dans le tissu d'une activité NQR génératrice d'02~ peut être
compensée par une activité SOD suffisante pour transformer 02~ en H202. Cependant,
dès lors que la catalase sera insuffisante pour détoxifier H202, cette molécule pourra
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réagir avec 02 par la réaction d'Haber-Weiss [17] pour produire le radical OH' particuliè-
rement agressifvis-à-vis des acides gras insaturés constituantdes phospholipides membra-
naires [18] et contribuerainsi à leur dégradation puis à la décompartimentation cellulaire.

Alors que la liaison entre activité PPO et brunissement a été maintes fois établies chez
les fruits, tels par exemple l'olive [19] et la pomme [20] une originalité du présent travail
est la mise en évidence de la disparition progressive d'une activité catalase éminemment
protectrice.

U apparaît clairement que la mise en culture entraîne un déséquilibreentre les enzymes
favorisant le brunissement (PPO, PO, NQR) et celles assurant la détoxification de
l'oxygène toxique (SOD et CAT).

On sait aujourd'hui qu'une réduction importante du taux d'hormonesaprès l'initiation
de la callogenèse est nécessaire pour l'induction embryogène en général ([21], [22]) et
aussi chez YHevea [23]. Les résultats présentés ici confirment ces observations mais l'on
peut penser que le choc induit à J 20-J 25 par la chute considérable du taux d'hormones
introduites dans le milieu n'est pas sans conséquence sur le brunissement des tissus [24]
alors que dans d'autres conditions, des cals parfaitement clairs peuvent être totalement
dépourvus d'une potentialité embryogène. C'est ainsi qu'ion peut observer chez Quercus
petrae et Fagus sylvatica que la diminution du brunissement des cultures d'anthères
provoquée par le PVP ne permet pas la formation des embryons [6].

Nous remercions la station de Bimbresso de 1T.R.C.A. en Côte d'Ivoire pour l'aimable fourniturede fruits
immatures.

Note remise le 6 mai 1991, acceptée après révision le 16 septembre 199L
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Biotechnologies/Biotechnologies

Régénération de plantes à partir de protoplastes foliaires
d'un clone d'orme champêtre (Ulmus campestris Mill.)

Noëlle DORION, Pascal DANTHU, Shizuka OHKI, Christiane PRENEUX, Béatrice GODIN

et Claude BIGOT

Résumé — Des protoplastes foliaires d'orme champêtre ont été obtenus (5,5.107/g de m.f.) à
partir de feuilles jeunes prélevées sur des plantes microbouturées in vitro depuis 55 jours. A
l'obscurité, les divisions sont apparues après 4 à 10 jours de culture (3.105 protoplastes/ml). Le
processus a été entretenu par le renouvellementpartiel du milieu tous les 7 à 10 jours, et l'addition
de lait de coco (2 %) à 21°C. Le pourcentage de colonies obtenues a varié entre 0,4 el 5 %. Des
bourgeons ont été initiés dans des cals de 2 à 3 mm de diamètre. Les plantes enracinées, acclimatées
en serre se sont développéesnormalement.

Plant régénération from leaf protoplasts of common elm (Ulmus campestris Mill.)
Abstract — Leafprotoplasts of common elm were obtained (5.5 x 107/gfw.) from young unfolded

leaves of 55-day-o/dmicropropagaledplants. In the dark, milosis was observedafter 4-10 days after
plating (3 x 105 p/ml). Partial renewalofthe médium (7-10 days) and addition ofcoconut water (2%)
at 2l°C sustained the division process. Plating efficiency was 0.4-5%. Shoot organogenesis was
obtained in small calli (2-3 mm). Rootedplantswere acclimatizedin the greenhousewhere they grew
normal!)'.

AbridgedEnglish Version — I. INTRODUCTION. — Because of their susceptibility to Dutch
Elm Disease, European and American elms are disappearing. Several drawbacks such as
length of the juvénile period, incompatibilityphenomena and scarcity of résistant génotypes,
complicate improvement of tolérance by hybridization. Use of protoplasts could provide

an alternative to conventional hybridization ([2], [3]), if plant régénération could be
achieved. Shoot neoformation, in elm tissue culture, has been known for a long time
([4], [5]), but only one report has noted plant régénération from callus protoplasts [6]. In
this paper, for the first time, a procédure for leaf protoplast isolation and culture leading to
rooted common elm plants is described.

IL MATERIALAND METHODS. — One clone of common elm (OcBa) was used. Leaves were
excised from plants micropropagated [7] and subcultured from 25-85 days.

Leaves were floated for 1 hr. on a preplasmolysis médium, containing MS macro-
nutrients [8] at half strength, Heller's micronutrients [9], vitamins [11], mannitol (0.55 M),
Fe as Fe-citrate-ammonium complex (Fe 160 uM) [10] and MES (3.5 uM) as pH
buffer (5.5). Cut leaves (1 mm strips) were incubated for 17 hrs. (8 hrs. dark/9 hrs. light)
in the growth chamber (21/26°C) in a filter-sterilizedenzyme solution. Enzj'mes were added
to the previous médium with sucrose (0.03 M) and mannitol (0.6 M). Protoplasts were
released by a 10 min. alternative shaking, filtered through 2 sieves (150, 36 um), and collected
after 3 centrifugations (55 g, 5 min.), first on an isotonic solution of KC1 (3.8%), then in a
mixture of culture médium and KC1 solution (in succession, 1/1 and 2/1).

Protoplasts (1.5-6 x 105 p./ml) were plated in liquid basai médium, complemented by
calcium chloride (0.2%) [12], NAA (16.5 uM), BAP (4.5 pM) and coconut water (2%).
Mannitol was set up to 0.65 M. The médium was partially renewed (1/3) each 7-10 days
and NAA concentration lowered (0.55 uM). After 3 weeks clusters were diluted; between
the 4th and 8th weeks, mannitol concentration was lowered to 0.4 M and then to 0.2 M

Note présentée par Roger GAUTHERET.

0764-4469/91/03130467 S 2.00 © Académie des Sciences
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during the next month. Colonies (0.5-1 mm) were plated on agar médium without
mannitol. For shoot régénération and/or élongation, colonies (2-3 mm) were subcultured on
basai médium containing IBA (0.05 pM), BAP (2.3 pM), GA3 (1.4 pM) and glucose
(110 mM), then on rooting médium [7]. Acclimatization of rooted plantlets was carried out
in mini-glasshouses at 18-20°C for 3 weeks.

III. RESULTS. — As for other elm species [12], 3 enzymes were needed for protoplast
isolation: Onozuka RS (0.2%), Driselase (0.1%), Pectolyase Y23 (0.03%). Released proto-
plasts had a diameter ranging from 15-25 [Xm (Fig. 1). Yield and initial survival was impro-
ved when mannitol was used instead of sucrose or KC1 for the same osmotic pressures (1.34-
1.63 MPa), and when the youngest expanded leaves were taken from 55-day-old plants
(Table I). Yield of protoplasts reached 5.5 x 107 p./g. f.wi During rinsing procédure, the

use of a discontinuous gradient with KC1 at the bottom allowed the séparation of protoplasts
from enzyme mixture; then the lowering of médium density by addition of KC1 solution
enhanced the final recovery of viable protoplasts: 86% instèad of 40% when centrifugations

were performed in the culture médium alone.
Divisions were noticed after 4-10 days (Fig. 2), when protoplasts (survival >85%) were

plated in the dark at 3 x 105 p./ml. Plating efficiency after 5-8 weeks was 0.4-5% according

to tlie experiments. The highest number of colonies (Fig. 3) was obtained when coconut
water was added to the médium at 21°C (Table II). Shoots' were observed after 4-12 months
(Fig. 4) on calli transferred under light (16 hrs., 21 W.m~2). Régénération frequency was
low (2.4 x 10 ~7), nevertheless 9 rooted plantlets (Fig. 5) were acclimatized and grown in the
greenhouse (Fig. 6) where they developed normally.

CONCLUSIONS. — For the first time, common elm was regenerated from leaf protolasts.
According to earlier results, our observations pointed out |the usefulness of leaves from in

vitro mother-plants as protoplast source ([13] to [16]), the importance of a compétence state
([16], [6]) noted hère by leaf rank and date of the last subculture, the significance of darkness
in the first stages of protoplast development ([14], [16]), the bénéficiai effect of coconut
water [18] and efficiency of partial médium renewal [2]. In contrast, it was observed that
mild température has a better influence on elm protoplast jdivisions than high températures
generally used (25-28°C) [19]. The results reported hère should be easily adapted to other
elm clones, since 8 plants were recently regenerated from one experiment done with the
Dutch hybrid "Dodoens". Nevertheless, the process of protoplast culture and plant régéné-
ration still hâve to be improved.

INTRODUCTION. — Les espèces européennes et américainesdu genre Ulmus sont presque
totalement décimées par la Graphiose. La longueur de la période juvénile (environ
10 ans), la rareté de sources de résistance (U. pumila L., U. parvifolia Jacq.) et l'existence
de phénomènes d'incompatibilité compliquent l'obtention d'ormes résistants par croise-

ments. Actuellement, seul « Sapporo Gold 2 », hybride sélectionné aux États-Unis [1]

présente une tolérance satisfaisante.
A condition de maîtriser la régénération de plantes, l'utilisation des protoplastes peut

fournir une alternative aux méthodes d'hybridation conventionnelles ([2], [3]). Pour le

genre Ulmus, les capacités de régénération in vitro sont connues depuis longtemps
([4], [5]), pourtant l'obtention de plantes n'a été mentionnée qu'une seule fois à partir de
protoplastes de cals [6].
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La présente Note décrit, pour la première fois, les conditions d'obtention et de culture
de protoplastes foliaires d'orme champêtre conduisant à la néoformation de plantes.

MATÉRIELET MÉTHODES. — Matériel végétal. — L'expérimentation a été réalisée sur un
clone d'orme champêtre (OcBa) récolté à TArboretum des Barres, et multiplié in vitro

par microbouturage de noeuds et d'apex selon la méthode mise au point au laboratoire [7].

Pour la préparation des protoplastes, les feuilles ont été prélevées sur ces plantes, 25 à
85 jours après le repiquage.

Isolement des protoplastes. — Pendant la durée du prélèvement (1 h) les feuilles sont
placées à 25°C dans un milieu de préplasmolyse composé des macroéléments de
Murashige et Skoog [8] dilués au demi, des microéléments de Heller [9], de fer ajouté
après autoclavage (112°C, 20 mn) sous forme d'un complexe Fe-citrate d'ammonium [10]

(Fe 160 pM), et de vitamines [11]. La plasmolyse est réalisée par le mannitol (0,55 M),

le pH est ajusté à 5,5 et stabilisé par 3,5 mM de MES (acide N-morpholino éthane
sulfonique). Les feuilles sont ensuite lacérées (bandes de 1 mm) et transférées dans une-
solution d'enzymes stérilisée par filtration (0,45 pin). Les enzymes sont introduits dans
le milieu précédent complété en saccharose (0,03 M) et en mannitol (0,6 M). Les feuilles

sont incubées 17 h (dont 8 h à l'obscurité) dans la chambre de culture (26/22°C). A la
fin, une agitation alternative de 10 mn, libère les protoplastes. La suspension diluée (1/3)

avec une solution isotonique de KC1 (3,8 %) est passée sur 2 tamis de mailles 150 puis
36 pm. Le filtrat est alors déposé sur la solution de KC1 dans laquelle les protoplastes,
séparés des enzymes, migrent pendant la centrifugation (55 g, 5 mn). Deux centrifugations
complémentaires sont réalisées dans les milieux contenant en mélange, la solution saline

et le milieu de culture (proportions 1/1 puis 1/2).

Culture des protoplastes. — Les protoplastes ont été mis en culture, en milieu liquide,
à raison de 1,5 à 6.105 protoplastes vivants/ml. Outre les éléments de base déjà décrits,

ce milieu comprend, du chlorure de calcium (0,2%) [12], l'acide naphtalène acétique
(ANA, 16,5 pM), la benzylaminopurine (BAP, 45 pM) et du lait de coco (2 % coconut
water, Difco). Le mannitol a été porté à 0,65 M. Le milieu a été renouvelé par 1/3 tous
les 7 à 10 jours. Dès ce moment la quantité d'ANA a été diminuée (5,5 uM). A partir
de la 3e semaine, selon leur développement, les colonies ont été diluées au demi; la
concentration de mannitol a été abaissée entre 4 et 8 semaines (0,4 M), puis 1 mois plus
tard (0,2 M). Les colonies de 0,5 à 1 mm de diamètre ont été étalées sur le même milieu
gélose (Difco, 8 g.l- 1) sans mannitol.

Régénération de plantes. — Des cals (2 à 4 mm) ont été disposés sur un milieu favorisant
la régénération de l'hybride hollandais Dodoens (résultats non publiés) caractérisé par
la présence de glucose (110 mM), d'acide indole butyrique (AIB, 0,05 uM), de BAP
(2,3 pM) et d'acide gibbérellique (GA3, 14 pM). Les tigelles (5 mm) ont été isolées sur le

milieu de microbouturage [7] pour allongement et enracinement. Les plantes ont été
acclimatées à 18/20°C en miniserre pendant 3 semaines, dans un mélange (1/1) de tourbe
fertilisée et de vemiiculite, puis élevées dans une serre non climatisée.

Méthodes de comptage. — Le nombre de protoplastes sphériques, considérés comme
vivants, a été évalué par comptages à I'hématimètre de Malassez (1 mm3); cette méthode
est aussi sûre qu'une coloration au bleu d'Evan [13]. L'efficacité des traitements a été
déterminée, soit par le pourcentage de protoplastes divisés (comptages dans une cellule
de 10 mm3), soit par le nombre de colonies supérieures à 5 cellules, présentes dans
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TABLEAU I '
.

Effet de l'état physiologique des pieds-mères cultivés in vitro sur la survie initiale (%) et le rendement en
protoplastes vivants (pour 1 g de matière fraîche). Les chiffres suivis de la même lettre ne diffèrent pas à
P0,05

Effect-ofphysiologicalstate ofmicropropagatedmotherplants on initial survival(%) and yield ofviable protoplasts
(per gramme offresh weight). Numberfollowed by the same letter are not différent al -P0.05

Nombrede jours depuis le repiquage

des feuilles 25 55 85

à partir Survie Rendement - ——t——' ~ —-_—~ -,
de l'apex (%) (107) Survie Rendement Survie Rendement

1 30 0,2,. 85 : 5,8c 4 0,1a
2 37 0,5a 85 ! 5,1 c 5 0,1 a
3 18 0,3a 70 ' l,5è 17 0,2a
4 8 0,1 o 37 0,4a 27 0,3a

0,058 ml. Le logiciel STAT-ITCF, a été utilisé pour les calculs statistiques, ainsi que le
test de Newman-Keuls pour la comparaison des moyennes.

RÉSULTATS. — Isolement des protoplastes. —
Comme pour d'autres ormes [12], 3 types

d'enzymes sont indispensables,aux concentrations suivantes : 0,2% d'Onozuka RS, 0,1%
de Driselase et 0,03 % de Pectolyase Y 23. L'efficacité ! de ce mélange dépend de la
présence de mannitol (de 1,34 à 1,63 MPa), plutôt que de saccharose ou de KC1. Les
feuilles jeunes prélevées sur des plantes repiquées depuis 55 jours (tableau I) sont les plus
aptes et libèrent environ 5,5.107 protoplastes/g de m.f. dont le diamètre varie entre 15
et 25 pm (fig. 1). Le rinçage des protoplastes ne peut s'effectuer directement dans le
milieu de culture. En effet, pour une accélération de 55 g, 60 % des protoplastes sont
perdus au cours des centrifugations, et pour une accélération supérieure la nécrose est
totale. Par contre lorsque la densité du milieu est diminuée par l'utilisation du KC1, il
est possible de récupérer 86 % des protoplastes.

Culture des protoplastes. — Dans cette phase, l'obscurité favorise la survie après
I semaine (56 % contre 47 % à la lumière; 16 h, 21 W.m~2) et l'apparition des divisions.
II en est de même pour une densité initiale de 3.105 protoplastes/ml (68 % contre 30 %
environ pour des inoculum inférieurs ou supérieurs). Dans ces conditions les divisions
ont été observées après 4 à 10 jours de culture (fig. 2).; Leur pourcentage, après 5 à
8 semaines, a varié entre 0,4 et 5 %. Les valeurs les plus élevées ont été trouvées dans les
milieux contenant du lait de coco (1,5 % contre 0,8 % pour le témoin). Une température
de culture de 21°C (tableau II) facilite la croissance des colonies.

Régénération de plantes. — Des bourgeons (fig. 4) sont apparus après 4 à 12 mois,
soit sur le milieu initial, soit sur le milieu de régénération,- après transfert des cultures à
la lumière. Dans un premier essai, 11 cals seulement ont présenté des bourgeons, soit
une fréquence de régénération faible de 2,4.10~7. L'allongement et l'enracinement ont
été obtenus sur un milieu sans régulateur de croissance ni charbon actif (fig. 5); un
passage sur; le milieu de microbouturage complet [7] a cependant été nécessaire avant
l'acclimatation. Actuellement, 9 plantes ont été transférées en serre (fig. 6) et ont présenté
une morphologie conforme à celle du génotype de départ. \
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TABLEAU II

Effet de la température de culture sur le nombre de colonies (> 5 cellules) par millilitre de milieu, pour 2 essais
différents, après 10 et 8 semaines de culture. Les chiffres suivis de la même lettre ne diffèrent pas à P0,05.
Effect ofplating température on the number ofcolonies ( > 5 cells) per milliliter, for 2 distinct experiments

after 10 and 8 weeks of culture. Numbersfollowedby the same letter are not diffèrent at P. 0,05.

Température de culture (°C)

16 21 25

exp. I (10 semaines) 34,5 c 298,8b 206,9 b

exp. II (8 semaines) 255,7Z> 810,3a 221,2è

DISCUSSION ET CONCLUSION. - Pour la première fois il a été possible d'obtenir des
plantes conformes à partir de protoplastes folaires d'un orme champêtre cultivé in vitro.
L'efficacité de la pectolyase Y 23 sur les espèces ligneuses ([14], [15]) a été confirmée. Le
rendement en protoplastes est un des plus important obtenus pour ces végétaux, il est
3 fois supérieur à celui rapporté pour les peupliers [2]. Des divisions ont été obtenues à
partir du matériel issu de la multiplication in vitro, ce qui n'avait pas été possible avec
celui préparé en serre ([12], [13]). Cette capacité particulière des plantes issues de la
micropropagation a déjà été rapportée pour d'autres espèces ligneuses ([14], [16], [17]).
Par ailleurs, l'état de compétence fugace des cellules sources, souvent noté ([16], [6]), a
été retrouvé ici, puisque les feuilles jeunes, prélevées sur des plantes repiquées depuis
55 jours, sont les plus performantes. Enfin pour l'orme champêtre comme pour d'autres
arbres, l'effet bénéfique sur les mitoses de l'obscurité ([14], [16]), du lait de coco [18] et
d'un renouvellementpartiel du milieu [2] a été observé. Par contre, alors que les tempéra-
tures généralement utilisées se situent entre 25 et 28°C [19], l'effet favorable d'une
température de 21°C a été mis en évidence pour OcBa.

La méthodologie qui vient d'être décrite devrait pouvoir s'adapter à d'autres ormes,
puisque 8 plantes viennent d'être régénérées à partir des protoplastes foliaires de l'hybride
Dodoens. Toutefois l'utilisation de ce système pour la réalisation de manipulations
génétiques n'est envisageable qu'après une amélioration substantielle de la division des
protoplastes d'une part, et de la régénération de plantes d'autre part.

Les auteurs remercient M. Casenave, J. Leboeuf et I. Serpette pour leur assistance technique efficace.

Note remise le 20 août 91, acceptée le 30 septembre 1991.
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EXPLICATIONSDE LA PLANCHE

Fig. 1. - Protoplastes foliaires d'OcBa avant mise en culture (G x 950). ;

Fig. 1. — Leafprotoplasts of OcBajust before plating (M x 950).

Fig. 2. —
Premières divisions, a) après 4 jours (G x 1 050), b) après 7 jours (G x 950).

Fig. 2. - First cell divisions, a) after 4 days (G x 1050), b) after 1 days (M* 950).

Fig. 3. — Colonies après 3 mois en milieu liquide (G x 120).

Fig. 3. - Colonies after 3 months in liquid médium (M x 120).

Fig. 4. — Régénérations dans 2 cals (flèches), a) 1 mois (Gx 4), b) 12 mois (G x 12,5).

Fig. 4. — Régénérationsfrom 2 calli (arrows),a) 1 months (Mx4), b) 12 months (Mx 12.5).

Fig. 5. — Enracinement et allongement des pousses néoformées. |

Fig. 5. — Rooting and élongationof neoformedplants. !

Fig. 6. — Plantes en croissance (5 cm) après 1 mois d'acclimatation.

Fig. 6. — Growingplants (5 cm) after l-monlh's acclimatization.
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Biochimie appliquée/AppliedBiochemistry

Contrôle par la progestérone du sulfate intracellulaire
disponible dans les cellules épithéliales glandulaires de

l'endomètre en culture

Abderrahim MAHFOUDI, Laurent BECK, Monique NICOLLIER, Véronique COOSEMANS

et Gérard ADESSI

Résumé — L'incorporationdu sulfate a été mesurée dans les subcultures de cellules épithéliales
glandulaires de l'endomètre de cobaye, traitées par l'estradiol seul ou en association avec la
progestérone. La progestérone augmente significativementl'incorporationdu sulfate dans les macro-
molécules cellulaires et sécrétées. Cependant l'augmentation la plus importante se manifeste au
niveau du sulfate intracellulaire disponible pour la sulfatation. Nous mettons en évidence que cet
effet est corrélé au pourcentage de cellules exprimant in vitro des récepteurs de la progestérone.

Progestérone control of the available sulfate pool in cultured guinea-pig glandular
epithelial cells

Abstract — Sulfate incorporationwas measuredin subculturedglandular epithelialcellsfrom guinea-
pig endometrium, treatedby estradiol alone or in concert withprogestérone. Progestéronesignificantly
increasedsulfate incorporation in cellular and secreted macromolecules.

,
However, the greatest effect

ofprogestérone was on the size of the intracellularsulfatepool availablefor sulfation. This effect of
progestéronewas correlated with the percentage ofcells exhibilingprogestérone receptors in vitro.

Abridged English Version — During the estrous cycle, the endometrium undergoes pro-
found changes under the action of ovarian hormones. Following a proliferative phase domi-

nated by the action of estradiol (E2) and ovulation, a secretory phase ensues, in which

progestérone acts to prépare endometrium for embryo implantation. The secretory material

released by endometrial glandular epithelial cells (GEC) may play an essential rôle in provi-

ding suitable components for the blastocysts [1]. We hâve previously reported a progestérone
effect on sulfated components in guinea-pig utérus ([2], [3]). Progestérone significantly sti-
mulated the sécrétion of sulfated proteins, especially fyrosine sulfated proteins [3]. It was
thought important to pursue this study in GEC which could be the target cells for this
hormonal effect. Thus, we took advantage of a culture system which has recently been
described [4]. This culture system consisted of homogeneous populations of glandular epi-
thelial cells subcultured on a basement membrane matrix in a serum-free, chemically defined
médium (CDM).

This study was focused on the effect of progestérone on sulfate incorporation in GEC
subculturel in CDM and primed with 10 ~8 M E2. Endometrial glands were isolated from

uteri of mature female guinea-pigs as described by Chaminadas et al., [5] and culturel as
recendy reported by Mahfoudi el al., [4]. GEC subculturel in CDM containing 10_8ME2
reached confiuency after 4 days of subculture. The content in the progestérone receptors
(PRs) was determined as described by Perrot-Applanat et al., [6] modified as previously

reported by Chaminadas et al., [7]. After confiuency, E2-primed GEC were incubated in

CDM containing E2 alone or associated with various concentrations of progestérone. At
différent times during hormone treatment GEC were labelled with [35S]-SO|~ added to the
sulfate-free CDM with the correspondinghormones, for a period of 15 hrs. Cellular material

was extracted using lysis solution containing 9 M urea, 3 % (v/v) Nonidet P 40 and protease

Note présentée par Étienne-Émile BAULIEU.
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inhibitors as reported by Dutt et al, [8]. Sulfate incorporation was measured in cellular
material and after gel filtration chromatography on Sephadëx G-25 in cellular and secreted
macromolecules. Radioactivity was expressed as counts pbr minute per microgramme of
cellular proteins quantified by the method of Lowry et al., [9]. Available intracellular sulfate
pool (AISP) was expressed as [35S]-SO|~ measured iri total cellular material minus
[35S]-S04~ incorporated in cellular macromolecules. Ail the studies were conducted with
confluent cells after 4 days of subculture in CDM containing 10- 8 M E2. In order to
appreciate the progestérone responsiveness of GEC, PR content was determined. After the
first 4 days of subculture, PRs were exclusively located in nuclei. The percentage of immuno-
labelled nuclei averaged 50% (Fig. 1) and no significant variation in this percentage was
observed in subcultures prolongea for 48 hrs. When 10 ~7 M progestérone was added to
CDM containing E2, there was a significant decrease in thé percentage of immunolabelled
nuclei after 24 hrs. of treatment and no immunolabelled nuclei were detected after
36 hrs. Consequently the progestérone effect was tested within the first 24 hrs. Thus,
sulfate incorporation was compared in GEC-treated with 10 ~8 M E2 alone or associated with
increasing progestérone concentrations (10~lo-10~6 M) within 23 hrs. when the percentage
of cells exhibiting PRs was still high. [3:>S]-SO|~ was added to the médium during the
last 15 hrs. of hormone treatment. Figure 2 shows a dose-dependent effect of progestérone
on sulfate incorporation in ail fractions tested. Maximum effect was obtained for
10~8-10~7 M progestérone concentrations and the highest increase was in AISP (4.5-fold
compared with E2-treated cells). When [35S]-SO|~ was added to CDM 24 hrs. after
progestérone treatment, and the percentage of cells immunolabelled for PRs was very low,
AISP was weakly increased in the cells treated with E2 plus progestérone and did not vary
whatever the progestéroneconcentrationused. Thus, the progestérone effect on AISP seemed

to be correlated with the percentage of cells exhibiting PRs in GEC. When this percentage
was high, progestérone produced a dose-dependent effect on AISP. When the percentage
was reduced, no dose-effect of progestérone was détectable. Thèse results show a spécifie
effect of progestérone on the size of die intracellular sulfate pool available for protein
sulfation. This spécifie effect of progestérone was correlated; with the percentage of cells
exhibiting PRs.

Pendant le cycle oestrien, l'endomètre subit des changements profonds sous l'action
des hormones ovariennes. Les estrogènes au cours de la phase proliférative puis la
progestérone en phase secrétaire concourent à la différenciation de l'endomètre pour le
rendre apte à l'implantationde l'embryon. Le matériel sécrété par les cellules épithéliales
glandulaires (CEG) de l'endomètre peutjouer un rôle essentiel!en fournissant des éléments
nécessaires aux blastocystes [1]. Nous avons décrit antérieurement un effet de la progesté-
rone sur les composants sulfatés dans l'utérus de cobaye ; ([2], [3]). La progestérone
augmente la sécrétion des protéines sulfatées et particulièrement la synthèse et la sécrétion
des protéines sulfatées sur la tyrosine [3]. Il nous a semblé important de poursuivre cette
'étude sur les CEG qui peuvent être les cellules cibles pour cet effet spécifique de la
progestérone. Pour cela, nous avons développé un système de culture des CEG sur une
membrane basale reconstituée [4]. Leur subculture dans un milieu chimiquement défini,

sans sérum, permet d'obtenir une population homogène de CEG (plus de 90 % de cellules
épithéliales). Nous avons donc utilisé ce modèle pour étudier l'action de la progestérone
sur l'incorporationdu sulfate dans les CEG.
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MATÉRIEL ET MÉTHODES. — Les uteri ont été prélevés sur les cobayes albinos femelles de souche Dunkin
Hartley provenant de Charles River France. Les glandes endométriales ont été isolées selon la technique décrite

par Chaminadas et coll., [5] et cultivées selon le procédé récemmentpublié par Mahfoudi et coll., [4]. Brièvement,
après une ctilture primairedans un milieu Ham's F-12 contenant 5 % de sérum de veau foetal, les cellules ont
été mises en subculture sur des boîtes de plastiques recouvertes de Matrigel (Sochibo, France) dans un milieu

sans sérum, chimiquement défini (MCD) constitué de milieu Ham's F-12 enrichi, contenant de l'estradiol
(E2; 10"8 M). Les cellules atteignaient la confluence au bout de 4 jours environ et la présence de récepteurs
de la progestérone (RPs) intranucléaires a été évaluée selon la méthode décrite par Perrot-Applanatet coll.,

[6] modifiéepar Chaminadas et coll., [7]. Le pourcentage de cellules présentant des noyaux immunomarqués a
été déterminésur une série de quatre subculturesdifférentes.Le pourcentage de cellules épithélialesa été apprécié

par immunomarquage indirect à l'aide d'un anticorps anticytokératine [7]. Quand les cellules atteignaient la
confluence, elles ont été incubées pendant 23 h dans le MCD contenant E2(10-8 M) seul ou associé à la
progestérone à des concentrations variables. 15 h avant la fin du traitement par les hormones, le MCD a été

remplacépar du MCD sans sulfate contenant 15,4 MBq/ml de [35S]-Na2S04 (act. spéc. '41 TBq/mmol, N.E.N.,
France) en présence des hormones correspondantes et l'incubation a été poursuivie jusqu'à la 23e heure. Les

temps d'exposition à la progestérone et d'incubation avec le [35S]-SO|~ ont été établis dans une étude
préliminaire pour obtenir une réponse maximale des CEG. Pour mesurer l'incorporationdu [35S]-SOj~ dans
les produits de sécrétion, les milieux (1 ml/boîte) ont été centrifugésà 3 500 x g pendant 20 mn el le surnageant

a été divisé en fractions de 200 ul. Après lavage des ceUules avec du PBS (3 fois par 5 ml), les cellules ont été
traitées par un tamponde lyse contenantde l'urée 9 M, du NonidetP 40 à 3 % (v/v) et un mélange d'inhibiteurs
de protéases comme décrit par Dutt et coll., [8]. Les macromolécules marquées des lysats cellulaires et des
milieuxont été isolées par chromatographie de gel filtration sur une colonne de Sephadex G-25 (fine) (Phanna-
cia, France), équilibrée dans un tampon Tris-acétate 20 mM pH 7,0 contenant de l'urée 6 M, 0,2 % (v/v) de
Triton X100 et 0,03% (v/v) d'azide de sodium. La radioactivité a été mesurée dans une partie aliquote des
lysats cellulaires et dans les fractions de macromoléculescellulaires et sécrétées par comptage en scintillation
liquide en utilisant un appareil Tri-Carb modèle 460 C (Packard) et exprimée en impulsions ou coups par
minute par microgramme de protéines cellulaires, dosées par la méthode de Lowry et coll., [9]. La quantité
intracellulaire de sulfate disponible (QISD) a été alors exprimée en soustrayantdu [35S]-SOj~ cellulaire total,
le [35S]-SOj~ incorporé dans les macromoléculescellulaires.Les différencesstatistiques ont été déterminées en
utilisant une analyse de variance avec test de comparaisons multiples en prenant P<0,05 pour seuil de
significativité.

RÉSULTATS ET DISCUSSION. — Toutes les études ont été conduites sur des cellules
confluentes après 4 jours de subculture dans le MCD contenant E2(10~8 M). Dans ces
conditions, 90 à 95 % des cellules confluentes montrent une réaction positive après
immunomarquage indirect avec l'anticorps anticytokératine. Afin d'apprécier l'hormono-
dépendance à la progestérone des CEG, le pourcentage de cellules exprimant des RPs a
été déterminé. Après 4 jours de subculture, 50 % des cellules sont immunomarquées poul-
ies RPs (fig. 1). L'immunomarquage est toujours nucléaire sans marquage cytoplasmique
et le pourcentage de noyaux marqués ne varie pas quand le temps de traitement avec E2

est prolongé jusqu'à 48 h. Quand la progestérone (10 ~7 M) est ajoutée dans le milieu
contenant E2(10~8 M), après le 4e jour de subculture, une diminution hautement signifi-
cative du pourcentage de noyaux immunomarqués est observée 24 h après l'addition de
progestérone. Après 36 h, plus aucun immunomarquage n'est détectable. C'est pourquoi,
l'effet de la progestérone sur les CEG a été étudié durant les premières 23 h de traitement

avec cette hormone. Durant cette période il persiste un nombre significatif de cellules
exprimant des RPs.

Afin d'étudier l'action de la progestérone, les subcultures de cellules confluentes ont
été incubées dans le MCD contenant E2(10"8 M) associé à des concentrations variables
de progestérone (10~ 10 à 10~6 M). Les cellules contrôles ont été incubées en présence
de E2 seul. Après 8 h d'incubation avec les hormones, le [35S]-S04~ a été ajouté en
présence des hormones correspondantes et les incubations ont été poursuivies pendant
une nouvelle période de 15 h. Les résultats obtenus sont présentés dans la figure 2. Un
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Fig. 1. — Effet de la progestérone sur le pourcentage de cellules exprimant des récepteurs de la progestérone.
Les cellules épithéliales glandulaires sont subcultivéessur des boîtes recouvertes de Matrigel, dans un milieu
chimiquement défini. Le pourcentage de cellules exprimant des récepteurs de la progestérone a été calculé à
confluence (0 h) et à post-confluence (24, 36, 48 h). La progestérone (10~7 M) a été ajoutée (—©—) ou
non (—E—) aux milieux de culture contenant de l'estradiol (10~ 8 M) à 0 h. Les résultats sont les

moyennes± écart-type des valeurs obtenues à partir de quatre séries de cultures. * P<0,05 vs traitement
avec l'estradiol.

Fig. 1. —Progestérone effect on the percentage of cells exhibitingprogestérone receptors in glandular epithelial
cells. The percentage ofprogestérone receptor-immunolabellednuclei pas calculated in confluent (0 lu:) and
postconfluent (24, 36, 48 hrs.) subcultures on Matrigel-coaled dishes in hormonally defined médium.
Progestérone (10~7 M) was added (— © —) or not added (— W — ) to. the culture média containing estradiol
(10-8 M) at 0 lu: Data are the mean±SEMfrom quadrupticatecultures. * _°<0.05 vs estradiol treatment.

Fig. 2. — Courbes dose-réponse de l'action de la progestérone sur j l'incorporation du sulfate. Après la
confluence, les cellules ont été traitées pendant 23 h avec l'estradiol (10~8 M) seul (0) ou en association
avec la progestérone à concentration croissante (10~ 10 M-10"6 M). L'incorporationdu sulfate a été mesurée
dans le matériel cellulaire (—A—) ou dans les macromolécules cellulaires (—H—) ou sécrétées (—®—)
comme il est décrit dans Matériel et Méthodes. La quantité de sulfate disponible dans les cellules traitées

par les hormones pendant 23 h (--O--) ou 39 h (--D--) a été calculée en soustrayant le sulfate incorporé
dans les macromolécules cellulaires du sulfate cellulaire. La moyenneiécart-type a été calculée à partir de
trois déterminations pour chaque point sur trois cultures séparées. * Pr<0,05 vs traitementpar l'estradiol (0).

Fig. 2. — Dose-dependent effect ofprogestérone on sulfate incorporationin glandular epithelialcells. When the
cells reached confiuency, they were treatedfor 23 hrs. by 10-8 M estradiol alone (0) or with progestérone al
increasing concentrations (10-lo-10-6 ÎV-0- Sulfate incorporation was,measured in total cellular material
(—A—) or in secreted (—© —) and cellular (—E—) macromolecules as described in "Materials and
Methods". Available intracellular sulfate pool in the cells treated by the hormones for 23 lus. (--O--) or
39 hrs. (--D--) was calculated by subtracting the sulfate incorporated in cellular macromolecules from that in
total cellularmaterial. The mean±SEM of triplicate déterminationsai eachpoint from al least three separale
cultures is presented. * P<0.05 vs estradiol treatment (0).

effet de la progestérone en fonction de sa concentration, sur l'incorporation du
[3SS]-SOf~ est observé dans toutes les fractions étudiées Le. les lysats cellulaires, les
macromolécules cellulaires et sécrétées et la QISD. L'effet maximal est observé pour les
concentrations égales ou supérieuresà 10 _8 M de progestérone. Par rapport aux contrôles
sans progestérone, cette hormone à la concentration de; 10~ 8 M, augmente de 2,9 et
4,5 fois l'incorporation du sulfate respectivement dans les lysats cellulaires et dans la
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Fig. 3. - a. Effet comparé de la progestérone et des progestagènes sur la quantité de sulfate disponible. Les

cellules sont traitées pendant 23 h avec l'estradiol (I0~ 8 M) en association avec la progestérone (10~ 8 M)

(P) ou le 17 a-hydroxyprogestérone(10"s M) (170HP) ou l'acétate de médroxyprogestérone (10~ 8 M)

(AMP) ou la dydrogestérone (10" 8 M), b. Effet comparé de la progestérone et du stéroïde antiprogestérone
RU486 sur la quantité de sulfate disponible. Les cellules ont été traitées pendant 23 h avec l'estradiol (E2)

(10"8 M) seul ou en association avec la progestérone (10"8 M) (E- + P) ou progestérone plus le RU486
(5.10"7 M) (E2+ P + RU486) ou non traitées (control).

Fig. 3. — a. Compared effect of progestérone and progestins on the available intracellular sulfate pool. Cells

were treatedfor 23 hrs. by 10 "8 M estradiol with 10 "8 M progestérone (P) or 10"8 M 11 oi-hydroxyprogeste-

rone (IIOHP) or 10"8 M médroxyprogestéroneacétate (AMP) or 10" 8 M dydrogestérone. b. Compared
effect ofprogestérone and steroid antiprogesterone RU4&6 on the available intracellular sulfate pool. Cells

were treatedfor 23 hrs. with 10"8 M estradiol (E2) alone or in association with 10 "8 M progestérone (E2 + P)

or progestéroneplus 5x 10" 7 M RU4S6 (E2 + P+ RU486) or untreated(control).

QISD. Ainsi, l'effet le plus important de la progestéronese situe au niveau de la QISD
et seule la QISD a été analysée dans la suite de cette étude.

L'effet de la progestérone (10" 8 M) sur la QISD est totalement aboli par le stéroïde
antiprogestérone, RU486(5.10" 7 M). L'acétate de médroxyprogestérone (10~ 8 M) et la

dydrogestérone (10 "8 M) ont une action identique à celle de la progestérone. Par contre
la 17 a-hydroxyprogestérone n'a pas d'effet sur la QISD (fig. 3 a et b).

Nous avons voulu rechercher l'effet de la progestérone sur des cultures ayant un faible

pourcentage de noyaux exprimant par immunomarquage des RPs. Nous avons donc
analysé l'effet de l'hormone en fonction de sa concentration,en commençant l'incorpora-
tion du sulfate après 24 h d'action de l'hormone sur les cellules lorsque le pourcentage
de cellules exprimant des RPs était inférieur à 11 %. La durée totale de l'incubation a
été de 39 h dont les 15 dernières en présence du [35S]-S04~. La QISD est alors légèrement
augmentée sous l'effet de la progestérone (1,5 fois par rapport aux cellules traitées avec
E2 seul) (fig. 2). Cependant, la QISD ne varie pas en fonction de la concentration de
progestérone utilisée. Ainsi l'effet-dose de cette hormone n'apparaît que lorsqu'il existe

un pourcentage significatif de cellules exprimant des RPs. Ces résultats mettent en
évidence l'importance, in vitro, de contrôler le pourcentagede cellules exprimant des RPs

pour étudier l'action de la progestérone. Lorsque ce pourcentage est trop faible il existe
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certes un effet de la progestérone par rapport au contrôle' sans progestérone mais l'effet-
dose de l'hormone n'est pas visible. En considérant qu'un effet-dose de la progestérone
n'est observable que lorsqu'il existe un pourcentage suffisant de cellules exprimant des
RPs et l'action d'inhibition du RU 486, il est possible de conclure que l'action de cette
hormone sur la QISD passe au moins en partie par son interaction avec ses récepteurs.

L'effet de la progestérone affecte principalement le sulfate intracellulaire disponible.
Dans la cellule, il est représenté par le sulfate libre entrant dans la cellule et le sulfate
activé, le 3'-phosphoadénosine-5'-phosphosulfatec'est-à-dire le sulfate disponible pour la
sulfatation. A notre connaissance, un effet de la progestérone sur l'une ou l'autre
partie du sulfate intracellulaire disponible n'a jamais été décrit. Nous avions rapporté
précédemment un effet similaire de la progestérone dans l'utérus de cobaye mais cet effet
était globalement de moindre amplitude [3]. Ces résultats permettent d'envisager que les
cellules épithéliales sont les cibles mêmes de cet effet.

Dans l'utérus de cobaye, la progestérone augmente la sécrétion des protéines sulfatées
[2] et la synthèse et la sécrétion des protéines sulfatées sur la tyrosine [3]. De plus, lors
de la phase secrétaire, lorsque le taux de progestérone circulante est élevé, l'endomètre
subit de nombreux changementset parmi ceux-ci, plus particulièrement une augmentation
de la synthèse et de la sécrétion de constituants sulfatés ([10], [11], [12]). Ainsi, en phase
secrétaire, l'endomètre a un besoin accru de sulfate. L'augmentation, induite par la
progestérone, de la quantité de sulfate intracellulaire disponible pour les activités sulfo-
transférasiques, peut entraîner une augmentation de la sulfatation des constituants néces-
saires à l'implantationdes blastocystes.

En conclusion, nos résultats montrent que la progestérone provoquel'augmentationdu
sulfate intracellulaire disponible pour la sulfatation. Nous poursuivons cette étude par
l'analyse de l'effet de l'hormone sur l'influx du sulfate dans les CEG.

Note remise le 3 juin 1991, acceptée après révision le 3 octobre 1991.
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Stability of CD4/CD8 ratios in man: New corrélation
between CD4/CD8 profiles and iron overload in idiopathie

haemochromatosispatients

Raquel REIMÀO, Graça PORTO and Maria de SOUSA

Abstract — The proportionsof CD4 +
,

CD8+ cells were determined in peripheral blood samples
obtained from 27 patients with idiopathie haemochromatosis and 67 healthy controls. Samples
from the patients were obtained at the start of therapy and at intervais during intensivephlebotomy
treatment in which 400 ml of blood are removed each week for 6 months to 2 years. Patients
varied in their CD4/CD8 ratios from 0.8 to 4.2. An individual's CD4/CD8 ratio, however, remained
unaffected by the repeated removal of large volumes of blood by phlebotomy confirming the
existence of a homeostatic régulation of the relative numbers of the two major peripheral T cell
pools in man. Follow-up of iron reentry into the transferrin pool at the end of the intensive
phlebotomy treatment indicates that the relative proportion ofcirculating CD4/CD8 cells is critically
related to the régulation of iron absorption.

Stabilité des rapports des lymphocytes CD4/CD8 chez l'homme : une nouvelle
corrélation entre profiles CD4/CD8 et degré de surcharge de fer chez des malades

avec l'hémochromatose héréditaire
Résumé — Les proportions de lymphocytes CD4 et CD8 ont été déterminées dans des échantillons

de sang périphérique de 27 malades avec HèmochromatoseHéréditaire el 61 donneurs de sang. Les
échantillons des malades ont été obtenus au début du traitement et périodiquementpendant le traitement
intensifpar phlébotomies,pendant lequel 400 ml de sang sont recueillis chaque semaine au cours de
6 mois à 2 années. Les rapports CD4/CDS dans le groupe des malades étaient variables (0.8 à 4.2).
Pourtant, dans chaque individu ce rapport CD4/CD8 n'étaitpas affectépar le prélèvementrépété d'une
quantité considérable de sang, confirmant l'existenced'une régulationhoméostatiquedu nombre relatif
des deux principales populations lymphocytaires chez l'homme. En suivant la rentrée de fer dans la
transferrine à la fin du traitement intensifpar phlëbotomie,on constate que la proportion relative des
cellules CD4\CD%est associée de façon critique à l'absorption du fer.

Version française abrégée — Des études sur la dynamique des populations fymphocytaires
chez la souris ont démontré que presque une moitié des lymphocytes T en circulation ont
une demie vie courte et sont rapidement renouvelés à la périphérie ([l]-[6]). Des études
comparables chez l'homme sont pratiquement impossibles. L'interprétationdes résultats serait
compliquée par les problèmes apportés par des transferts cellulaires ou l'administration de
drogues cytostatiques. Dans cette Note on présente les résultats d'une étude des deux princi-
pales populations lymphocytaires T chez 27 malades affectés d'hémocromatose, au cours
d'intervalles réguliers durant la thérapie par phlébotomie. L'hémochromatose, une maladie
génétique de la régulation de l'absorption du fer, liée au système HLA [7], est un modèle
naturel de surcharge de fer, sans les complications apportées par les transfusions sanguines
multiples dans le système immunologique [8]. Cette surcharge est corrigée par des prélève-
ments répétés de sang. Le prélèvement répété de grandes quantités de sang permet d'analyser
les variations dans les populations lymphocytaires, ses proportions et les nombres totaux en
circulation.

Les populations CD4 et CD8 ont été caractérisées chez les patients et dans un groupe
contrôle constitué par 67 donneurs de sang, par la méthode APAAP (immunocytochimie)et
par cytofluorométrie (Profile II, Coulter). Les proportions de cellules T étaient différentes

entre hommes et femmes dans la population contrôle (tableau I), les femmes montrant des

Note présentée par Raymond LATARJET.
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pourcentages plus élevés de cellules CD4+ que les hommes (p<0,00l), Pour cette raison,
les comparaisons entre patients et contrôles ont été faites dans chaque groupe séparément.
Les proportions relatives des lymphocytes T n'ont pas été influencées par l'âge dans aucun
groupe. Parmi les patients affectés d'hémochromatose, les déterminations sérielles ont montré

que chaque rapport individuel CD4/CD8 restait stable (fig. 2). Pour chaque patient les
valeurs moyennes des déterminations sérielles ont été ainsi considérées; les pourcentages des
cellules CD4+ et CD8+ variaient de 30 à 62 et de 13 à 39 respectivement, donnant des

rapports CD4/CD8 de 0,8 à 4,2 (fig. 1). Des différences,statistiquement significatives ont
été observées entre patients et contrôles (tableau I) : la moyenne de groupe des rapports
CD4/CD8 et le pourcentage des cellules CD4 étaient plus élevés de façon significative chez
les patients (j>= 0,03 et p = 0,007 respectivement). L'analyse des résultats individuels
indiquent que chez 10 patients mâles (patients 1 —10) les ratios CD4/CD8 étaient anormale-
ment élevés, avec des valeurs au-dessus de 2,9 (maximum du valeur contrôle). Les 17 patients
restants avaient des ratios de CD4/CD8 dans les limites des valeurs contrôles.

Les niveaux de la ferritine sérique et de la saturation de la transferrine ont été suivis chez
les deux groupes de patients (avec des ratios CD4/CD8 élevés ou normaux) durant la première
année succédant à la fin du traitement intensif. La réapparition du fer sérique évidente par
le niveau d'accroissementde la saturation de la transferrine se produit de façon plus marquée
et à un niveau plus rapide parmi les patients aux ratios CD4/CD8 élevés plus que chez ceux
aux ratios normaux. Cela s'est produit en dépit d'un rétablissement similaire du niveau de
l'hémoglobine dans les deux groupes (fig. 3).

La nature de cette corrélation reste à élucider. Nous devrons peut-être concentrer notre
attention sur le duodénum où se produisent à la fois l'expansion des cellules CD8 ainsi que
l'absorption du fer.

INTRODUCTION. — Studies of the dynamics of the renewal of lymphoid cell populations
in the mouse hâve demonstrated that approximately half ôf the peripheral T lymphocytes
hâve a short half-life and are rapidly renewed in the periphery ([l]-[6]). Comparable
studies in man are practically impossible because the interprétation ofthe results would
be complicated by the underlying diseases requiring cell transfer or the administration of
cytostatic drugs. Idiopathie haemochromatosis, a genetic disorder of the régulation of
iron absorption linked to HLA [7], represents a natural model of overload of the non-
haem iron pool uncomplicated by the effects of multiple blood transfusion on the
immunological system [8]. Correction of the excessive iron balance is achieved simply
by repeated removal of blood by regular weekly phlebotomy. The therapeutic removal
of large volumes of blood permits a sériai analysis of the variations of the relative
proportions of lymphoid cell sets in the blood and their total numbers.

In the présent paper we report the results of a study
:
of the two major T lymphoid

cell sets in patients with haemochromatosis followed up at regular intervals during
therapy. Patients differed in their CD4 and CD8 lymphocyte counts and CD4/CD8
ratios at the start of therapy; individual values remained stable during the course of
intensive phlebotomy therapy, which involves in some cases the removal of lOx the total
blood volume. The observed stability of CD4/CD8 ratios confirms the existence of a
homeostatic régulation of the relative numbers of the two major peripheral T cell pools
in man. Furthermore this study reveals a novel corrélation between CD4/CD8 ratios
and rate of iron absorption in idiopathie haemochromatosis.


