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ETUDE DU MODE D’ACTION PHYSIOLOGIQUE D'UNE FAMILLE D’HERBICIDES :
Les phényl-3, alkyl-5 et oxazolidine dione-2 -4

par René BILLAZ

Ingénienr Agronome (I.N. A.). Doctewr-Ingénieur.

L’emploi d’herbicides a connu un essor considérable
depuis 'apparition — vers les années 1930 — des pre-
miers composés organiques actifs a tres faible dose
(de 'ordre de quelques kg/ha) par opposition aux her-
bicides minéraux, du type chlorate de soude, pour
lesquels il faut utiliser des doses 10 a 40 fois plus éle-
vées. L’apparition du 2.4.D. (acide dichloro-2,4
phenoxy acétique) fut suivie de celle d’un trés grand
nombre de familles nouvelles : phénylcarbamates,
urées substituées, triazines, anilides, aminotriazole,
phényl pyrydazones, sels de dipyridylium, etc. La
trés grande efficacité de ces composés a posé aux
physiologistes d’intéressantes énigmes qu’ils se sont
attachés a résoudre : le chapitre, relativement récent,
de I'étude du mode d’action physiologique des herbi-
cides, ne cesse de se développer, méme en ne tenant
pas compte de la littérature relative au 2.4.D., a
elle seule trés considérable (on sait en effet que le
2. 4. D. partage un certain nombre des propriétés de
I'auxine).

On a pu ainsi mettre en évidence des propriétés
remarquables de quelques herbicides : on sait ainsi
depuis les travaux de LooMis et LIPMANN (1948) que
les dinitrophénols sont des désaccouplants des phos-
phorylations oxydatives ; on sait également que les
phényl carbamates agissent comme inhibiteurs du
fonctionnement fusorial au cours de la mitose (IVENS
& BrackmaxN, 1950). Un autre type de propriétés
remarquables fut mis en évidence par COOKE (1950)
et précisé par BiscHor (1958) : il s’agit de I'inhibition
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RESUME. — L’auteur étudie le mode d’action physiologique des
composés herbicides appartenant & la famille des phényl 3, akil 5 et
oxazolidine dione 2. 4. L’activité essentielle se situe au niveau du
désaccouplement de la phosphorylation photosynthétique. Elle a pour
conséquence l'inhibition de la fixation de CO?, la baisse de teneur en
amidon et sucres solubles, I’arrét de la protéosynthése chez les plantes
traitées. L’inhibition du fonctionnement fusorial au cours de la mitose

intervient aussi dans l'activité physiologique des dérivés métachlore
substitués.

de la réaction de Hill par l'herbicide DCMU (N
(3-4 dichlorophényl-NN diméthyl urée) : en présence
d’une concentration remarquablement faible en inhi-
biteur (ro—¢ a 10=7 M) des chloroplastes isolés sont
incapables de réduire ¢n vitro, a la lumiere, le ferricya-
nure en dégageant de 'oxygéne. L’'inhibition se situe
en fait au niveau du dégagement d’oxygene : les élec-
trons de l'eau n’étant plus disponibles pour réduire la
chlorophylle oxydée, la photoréduction du ferricya-
nure ne peut avoir lieu. (Pour plus de précisions, nous
renvoyons le lecteur a l'article de BovE (1962) paru
dans cette méme revue).

Cette propriété est en fait partagée par un trés
grand nombre d’herbicides. EXER (1958), puis MORE-
LAND & HILL (1959) montrérent que c’était le cas des
triazines symétriques du type de la Simazine et ces
deux auteurs montrérent ultérieurement (MORELAND
& HiLL 1959, 1962, 1963) qU’il en était de méme,
quoique pour des seuils d’activité différents, pour un
grand nombre de phényl carbamates et d’anilides.

D’une fagon générale, il existe une relation satis-
faisante entre 'activité herbicide mesurée en serre et
I’activité inhibitrice « ¢n-vitro » de la réaction de Hill.
I1 n’est donc pas douteux que cette propriété joue un
role essentiel dans le mode d’action de ces composés.
On a d’ailleurs montré (MorReLaND & HILL, 1959) que
des plantes alimentées en glucose (dans une solution
nutritive, par exemple) étaient insensibles a l’action
de la Simazine : c’est donc bien la synthese des glu-
cides qui est inhibée par cet herbicide.



Ainsi, bien que le mode d’action de certains herbi-
cides reste encore trés mal connu (comme l’amino-
triazole ou surtout le 2. 4. D.) les trois types de pro-
priétés que nous avons vus (désaccouplement des
phosphorylations oxydatives ; inhibition du dégage-
ment d’oxygene dans la photosynthése ; action mito-
clasique) permettent d’expliquer de fagon satisfaisante
l'activité physiologique d'un grand nombre d’herbi-
cides organiques.

Le présent article rapporte le résultat de recherches
que nous avons réalisées pour déterminer le mode
d’action d’herbicides apprtenant & une famille syn-
thétisée assez récemment : les phényl-3, alkyl-5 oxa-
zolidine dione 2. 4.

I. Détermination des composés les plus phyto-
toxiques.

La famille des oxazolidine dione 2-4 dont nous dis-
posions comprenait une cinquan-

Ry . ,

| taine de composés, ayant en commun
O—C —R, .
[ le squelette ci-contre.

S K/S=F° Les substitutions étaient respec-
N tivement les suivantes :
N
R3

— R, : H, éventuellement méthyl,
— R, : H, alkyl de C; a C,, alkéne (propényl), phényl
— R, :alkyl, phényl.

(R, et R, étaient dans ces deux cas associés pour
former 1 cycle : cyclopentaméthyl ou cyclotétra-
méthyl).

Dans quelques cas, l'oxygéne en 1 était remplacé
par 1 atome de soufre, formant ainsi un cylce thiazo-
lidine dione.

Des mesures de phytotoxicité effectuées en serre
nous ont amené a ne conserver comme présentant
une activité herbicide certaine que les g composés
suivants (voir tableau ci-apres).

Aucune thiazolidine dione n’est active ;
pour les oxazolidine dione proprement dites,
lactivité est faible si R; n’est pas un noyau
phényl ou, dans ce cas, pour des substitutions
en R, supérieures a Cg, ou inférieures a C,(H).

Une mesure plus précise de la phytotoxi-
cité nous a montré que les dérivés parachlo-
rosubstitués sont trés sensiblement plus actifs
que leurs homologues méta chloro substitués
ou que le compos¢ PMOD |(phényl 3, mé-
thyl 5). D’ailleurs, les symptémes présentés
par les plantes traitées sont trés différents,
au moins aux faibles doses : les dérivés para-
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R, H

R, CH, C,H, iC,H, nC,H,

Phényl| PMOD X X X

Méta-
chloro- | mCPMOD \mCPEOD i mCPiPOD|mCPnPOD
phényl

Para-
chloro- | pCPMOD| pCPEOD | pCPiPOD| pCPnPOD
phényl I

chloro-substitués appliqués sur des tomates a 4 kg/ha
provoquent un flétrissement rapide des feuilles et un
désséchement progressif, accompagné de nécroses, des
feuilles les plus jeunes aux plus dgées (figure n° 1) ; par
contre, les dérivés métachlorosubstitués ne provoquent,
a ces mémes doses, que des symptdmes de nanisme
(inhibition du développement du bourgeon terminal)
sans flétrissement. Les plantes traitées ne montrent
un aspect analogue a celles ayant subi un traitement
avec les dérivés parachlorosubstitués que pour des
doses beaucoup plus élevées (12 a 16 kg /ha). (Fig. n° 2).

I1 semble donc qu’aux faibles doses les deux groupes
de composés présentent des propriétés sensiblement
différentes. Ce point de vue estconfirmé par I'étude
de leurs propriétés mitoclasiques.

2. Action mitoclasique.

La parenté des phényl oxazolidine dione avec les
phényl carbamates d’alkyl suggeére la possibilité de
propriétés mito-inhibitrices communes. On sait en
effet, depuis les travaux d’IVENs & BLACKMAN (1950)
que les phényl carbamates herbicides sont de puis-
sants inhibiteurs de la division cellulaire : ils troublent
le fonctionnement fusorial au cours de la mitose, pro-

F16. 1. — Tomates : & gauche: témoin; d droite : traitées avec des doses croissantes
de pCPiPOD (parachlorophényl-3 isopropyl-5 oxazolidine dione 2-4).
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voquant une répartition anarchique des chromosomes
de la cellule (stathmocinése) associée le plus souvent
a une inhibition du cloisonnement cellulaire (stath-
modiérése). Ce type d’action est identique & celui de
la colchicine.

Nous avons donc observé les figures de division de
racines d’orge (Hordeum vulgare) ayant germé a 1'obs-
curité 48 h, en présence de doses variables de chacun
de ces composés. 11 s’est ainsi avéré qu’aucun dérivé
parachlorosubstitué n’avait d’activité mitoclasique :
le rythme et le déroulement étaient parfaitement
normaux. On n’avait d’ailleurs observé aucune inhi-
bition de la croissance des racines, alors que les dérivés
méta-chlorosubstitués et la PMOD avaient provoqué
une inhibition trés forte de cette croissance deés la
dose de 5.107% M. Cette inhibition était due a une
forte action mitoclasique, les figures
de division présentant les aspects
caractéristiques de stathmométa-
phase (Fig. n° 3).

La différence d’activité herbicide
et de symptdémes correspond donc
bien a une différence de propriétés
physiologiques. II est d’ailleurs inté-
ressant de noter que dans le groupe
de dérivés mitoclasiques, les compo-
sés les plus phytotoxiques sont éga-
lement les plus actifs comme mito-
inhibiteurs (BirrLaz et MoREL, 1961).

L’activité mitoclasique joue donc |
probablement un réle important
dans l'activité herbicide des dérivés
métachlorosubstitués. La question
se pose cependant de déterminer les
causes de l'activité des composés
parachlorosubstitués. L’absence to-
tale d’inhibition de la croissance des
racines d’orge, a l'obscurité, alors
qu’en serre ils présentent une acti-
vité herbicide supérieure aux autres,
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pose le probléme du stade a partir duquel les plantes
sont sensibles a leur action.

3. Détermination des stades de la croissance sen-
sibles a ’action de la pCPEOD.

Dans le but d’éclaircir cette question, nous avons
traité des plantules de Soja (Glycine maximum) de 4
en 4 jours, depuis le 2¢ jour suivant la germination,
jusqu’au 14€ jour. Jusqu'au 6€ jour, les plantules ger-
maient a l'obscurité; a ce stade elles étaient repiquées
en pot, a la serre, & la lumiére. Nous avons expé-
rimenté l'action du dérivé pCPEOD (parachlorophé-
nyl, éthyl), 'un des plus actifs du groupe, en 'appli-

A

quant sur la plantule a une dose correspondant a
4 kg/ha.

s

F16. 3. — Cellule de méristéme de racine d’Orge apres 48 heures de contact avec 5.107° M de
mCPMOD : au centre : une cellule en stathmometaphase caractéristique.

F1c. 2. — Tomates : & gauche : témoin; a droite :
traitées par des doses croissantes de mCPMOD (me-
tachlorophenyl-3 methyl-5 oxazolidine dione 2-4)
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F16. 4. — Soja : de gauche A droite :

en bas : plantes traitées, respectivement :

— le 2¢ jour et récoltées le 6¢ (a I'obscurité) ;
— le 6© jour et récoltées le 10¢ (a la lumiére) ;

— le 10 jour et récoltées le 14¢ (a la lumiere) ;
— le 14¢ jour et récoltées le 18¢ (a la lumiére).

en haut : plantes témoins, récoltées au méme stade.

La figure n° 4 montre 'aspect des plantes aux diffé-
rents stades. On voit qu’a l'obscurité le traitement a
été sans action sur la croissance. Par contre, ultérieu-
rement, les plantes traitées présentent un flétrisse-
ment accentué. Elles en restent d’ailleurs au méme
stade de croissance ou elles étaient au moment du
traitement.

Il est manifeste que le traitement est sans effet
tant que les plantules sont a I'obscurité. La mesure de
la croissance confirme d’ailleurs cette observation.
Par contre, dés qu’elles sont a la lumiere, les plantes
y deviennent sensibles, particuliérement en ce qui
concerne la formation de nouveaux tissus foliaires.
La mesure de la croissance montre qu’il y a inhibition
quasi totale de la croissance en poids de matiére
séche, aussi bien de la partie aérienne que des racines,
dés que la plante ne dépend plus, pour son approvi-
sionnement énergétique, que de la photosynthése
(C’est-a-dire apres épuisement des réserves cotylé-
donaires).

L’hypothese d’une action inhibitrice des processus
photosynthétiques par la pCPEOD s’impose donc.

Pour la vérifier, nous avons mesuré la fixation de
14CQO, par des plantes entieres, traitées.

4. Inhibition de la fixation de CO,, IN VIVO.

Le choix de la fixation de CO, comme critére de

I'inhibition des processus photosynthétiques découle
des connaissances récentes sur le mécanisme de la
photosynthese. On sait en effet, depuis les travaux de
CaLviN, d’ARNON et de leurs collaborateurs, que la
fixation de CO, représente l'aboutissement du fonc-
tionnement harmonieux de la machinerie biochi-
mique des chloroplastes : réduction de la NADP () a
partir des électrons de 1'eau, formation d’ATP () par
photophosphorylation et déroulement du cycle de
Calvin (voir l'article de synthése de BovE, 1962). Le
non-fonctionnement d’'un de ces processus se réper-
cute obligatoirement dans une inhibition de la fixation
de CO,.

Nous avons donc fait fixer & des plantes (tomates,
soja), a la lumiére, du *CO, dégagé dans une chambre
étanche de plexiglas, a partir de *COz;Ba. Nous avons
représenté dans la figure n° 5 les résultats obtenus
dans plusieurs expériences.

La fixation baisse tres fortement entre la 7¢ et la
16¢ heure suivant le traitement. Elle n’est plus, apres
4 jours, que 20 9%, de celle du témoin. Il y a donc bien
inhibition de la photosynthése. Le délai d’action cor-
respond probablement au temps nécessaire a la péné-
tration du composé et a son transport jusqu’aux
chloroplastes.

(1) NADP : Nicotine amide adénine dinucléotide phosphate. (An-
ciennement : TPN : Triphosphopyridine nucléotide).
(2) ATP : Acide adenosine triphosphorique.



Fruits — Vol. 20, n° 8, 1965

c3 FIXE (%T) FIGURE 5

INHIBITION PAR LA pCPEOD DE LA
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-‘ FIXATION DE €Oz “IN VIVO”
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traitement

2 4 6

F1G. 5. — Fixation de CO,, en 9% du témoin, par des plantes de
Tomates et Soja, traitées avec 4 kg/ha de pCPEOD, en fonction du
temps s’écoulant apres le traitement.

Nous avons recherché si d’autres oxazolidine diones
partagent cette propriété; nous avons ainsi trouvé
que, sous réserve de I'appliquer aux doses ol ils pro-
voquent un arrét total de la croissance en poids de
matiére séche, les dérivés PMOD, mCPMOD et
pCPMOD entrainent également, dans les 48 heures
qui suivent, une baisse de la fixation de l'ordre de 50
a 65 %. Il semble donc que cette propriété soit commune
aux phényloxazolidine diones herbicides.

Il convient cependant de préciser si 'action inhi-
bitrice résulte bien d’une action directe au niveau
des processus photosynthétiques (et non d’une action
indirecte comme par exemple la fermeture de sto-
mates) et si c’est bien la molécule elle-méme d’inhi-
biteur qui est active et non un éventuel produit de
transformation aprés qu’elle a pénétré dans le tissu.
Pour ce faire, nous avons expérimenté ’action inhi-
bitrice de la pCPEOD « ¢n wvitro » sur les réactions
photosynthétiques de chloroplastes isolés.

5. Inhibition de la photosynthése IN VITRO.

Travaillant avec des chloroplastes isolés d’épinard
et de chou chinois, nous avons utilisé les schémas
expérimentaux d’ARNON et ses collaborateurs et en
particulier le « systéme reconstitué » réalisé par
Losapa, TREBST et ARNON (1960). Dans ce systéme,
on utilise d'une part des chloroplastes éclatés dans
une solution hypotonique de NaCl (0,035 M) qui
assurent, moyennant ’addition de cofacteurs solubles
appropriés, le déroulement du transport d’électrons,
la phosphorylation couplée a ce transport et éventuel-
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lement la phosphorylation cyclique et, d’autre part,
un extrait aqueux de chloroplastes (E. A. C.) qui con-
tient les enzymes nécessaires au déroulement du
cycle de Calvin (BassHAM et CALVIN, 1957 ; TREBST,
TsujiMOTO et ARNON, 1958).

L’inhibiteur était véhiculé dans du méthanol et
additionné dans le milieu réactionnel au dernier
moment. Les fioles témoins recevaient la méme quan-
tité de méthanol, sans inhibiteur. Avec un volume
de 0,2 ml pour 3 ml de mélange réactionnel, le métha-
nol ne géne pratiquement pas le déroulement des
réactions des chloroplastes.

A. FixatioN pu CO, DANS UN SYSTEME
« CATALYTIQUE » ILLUMINE,.

Nous avons tout d’abord vérifié si la pCPEOD
inhibait la fixation de CO, in-vitro. Pour cela, nous
I'avons ajouté a des milieux réactionnels contenant
des quantités catalytiques de NADP et d’ADP (V)
(0,5 pM). Dans un tel systeéme, 1'énergie lumineuse
sert a régénérer NADPH, et ATP au fur et a mesure
qu’ils sont utilisés dans la réaction réductrice de CO,.

Nous avons ainsi trouvé une baisse de la fixation de
CO,, variant de 50 9, en présence de 3.107¢* M de
pCPEOD a 6o a 75 9% avec 1.7.107% M et go 9, avec
3.107% M (moyenne de 3 expériences). La pCPEOD est
donc bien un inhibiteur de la fixation de CO, « in vitro » :
c’est donc bien la molécule elle-méme qui est active et
c'est bien ume action divecte que mous avions observée
dans la photosynthése « in vitro ».

Mais quel est celui des trois processus fondamentaux
concourrants a la-fixation de CO, qui est inhibé par
la pCPEOD ? Le transport d’électron de I'eauau NADP,
la formation d’ATP par photophosphorylation ou
la régénération de l'accepteur de CO,, le ribulose
diphosphate, a travers le cycle de Calvin ?

B. FixatioNn DE CO, A L’OBSCURITE
EN PRESENCE DE NADPH, ET D’ATP.

On peut tout d’abord déterminer si c’est le cycle de
Calvin qui est en cause. On sait en effet, depuis les
travaux de TREBST, TsuJjiMOTO et ARNON (1958) que
celui-ci peut se dérouler a I'obscurité, a condition de
fournir au milieu réactionnel la NADP réduite
(NADPH,) et 'ATP qui sont formés, eux, au cours
de réactions purement photochimiques. Nous avons

(1) Acide adenosine diphosphorique.



donc formé, a la lumiére, en I’absence d’inhibiteur, des
quantités « substrat » d’ATP et de NADPH, (2,5 et
2,0 uM/fiole), le mélange réactionnel étant, quant
au reste, identique a celui des premiéres expériences.
Nous avons ensuite ajouté, a 'obscurité, le *CO,HNa
et I'inhibiteur. Dans ces conditions, 'action inhibi-
trice se limite aux réactions thermochimiques du
cycle de Calvin. Nous avons alors obtenu les résultats
suivants (Tableau 2).

TABLEAU NO 2.

Fivation de CO, a ['obscurité,
par des chloroplastes isolés d’épinards,
en présence de pCPLOD.

FINATION  TOTALI

INHIBITEUR (cpm/ﬁolc)

o 67 000 (100)

3,104 M 67 000 (100)

1,6.1073 M 57 0oo (86)

Milieu réactionnel : (uM/3 ml).

TRIS-HCI pH 7,5 : 8o ; MgCl,: 5 ; MnCl, : 2 ; ascor-
bate de sodium : 10; K,HPPO,: 5; Ribulose — 5 ; Phos-
phate : 1 ; Glutathion : 1 ; FMN (Y : : 0,001 ; ADP: 2,5 ;
NADP : 2,0 (ajouté au début de I'expérience, a la
lumiére) ; WCO;HNa : 10" (ajouté, avec l'inhibiteur, a
I'obscurité, aprés 7 mn de réactions lumineuses).

E. A C.: 1 ml préparé a partir d’'une suspension de
chloroplastes a 2 mg de chlorophylle /ml.

Chloroplastes éclatés : 0,5 mg de chlorophylle

Il n’y a donc qu'une inhibition trés faible, comparée
a celle observée a la lumiére (6o a 75 % a 1,6.1072 M).
L’essentiel de 'inhibition se manifeste donc au cours des
réactions lumineuses. L'examen des produits de la
fixation montre d’ailleurs que la proportion de sucres
monophosphates, de sucres diphosphates, de dihidroxy-
acétone phosphate et d’acide 3 phospho-glycérique
est la méme en absence ou en présence d’inhibiteurs.

La pCPEOD agit donc soit sur le transport d’élec-
trons, soit sur la photophosphorylation. Pour décider
lequel de ces deux processus est en cause, nous avons
mesuré séparément la réduction de NADP et l'esté-
rification du phosphore minéral dans un milieu réac-

(r) FMXN : Flavine mononucléotide.
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tionnel identique au précédent mais sans addition de
HCO,HNa.

C. TRANSPORT D'ELECTRONS
ET PHOTOPHOSPHORYLATION.

Dans ces conditions, le mélange réactionnel conte-
nant au départ des quantités « substrat » de NADP et
d’ADP et I'absence de CO;HNa empéchant que le
NADPH, et I'ATP formés soient utilisés dans la
fixation de CO,, la réaction se déroule comme une
réaction de Hill, avec le NADP comme accepteur
d’électrons. (NADPH, est mesuré par la densité
optique, a 360 my. du milieu réactionnel, aprés centri-
fugation ; 'ATP formé est déterminé par la radioac-
tivité du milieu apres élimination du Phosphore miné-
ral — marqué au 2P — en excés.)

Pour mettre clairement en évidence le role de I'inhi-
bition des réactions lumineuses dans l'inhibition de la
fixation de CO,, nous avons mesuré en paralléle, dans
des fioles recevant les mémes quantités d’inhibiteur, la
fixation de CO, (on remplace le 3?PO,HK, par du phos-
phate « froid » et on ajoute 10 um de #CO;HNa. Nous
avons ainsi obtenu les résultats suivants (Tabl. no3).

TABLEAU NO 3.

Action de la pCPIEOD suv la véduction de NADP,
la phosphorylation couplée et la fixation de CO,,
par des chloroplastes d’épinards, a la lumiére.

\O NADDP P (6
pis | réduit | estérific | SO2 fix€
FIOLES uM u M vt
1 1,9 1,3 (100)
Témoin |- —
, 349 000 (100)
= 2,0 0,7 (54)
3104 M |—— | ————
A 268 000 (70)
D
1,5 0,5 (39)
1,610 M | | —————
6 1606 000 (47)

Milieu réactionnel comme dans le tableau no 2,

excepté :
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— fioles 1, 3 et 5 : PO,HK, est remplacé par PO,
HK, : il n'y a pas de COHNja.

— fioles 2, 4 et 6 : on ajoute **COzHNa au début de
la réaction.

— chloroplastes éclatés : 0,5 mg de chlorophylle.

E. A C : 1 ml préparé a partir d’'une suspension de
chloroplastes & 1,14 mg de chlorophylle par ml.

L’inhibition porte essentiellement sur la phospho-
rylation : a 3.107* M la réduction de NADP n’est pas
affectée alors que la formation d’ATP est freinée des
50 %.A 1,6.1072 M, le transport d’électrons est ralenti
de 20 9 alors que lestérification du phosphate
I'est de 60 %. La fixation de CO, est inhibée de fagon
trés parallele a la phosphorylation. La pCPEOD agit
donc essentiellement comme un désacccouplant.

Nous en trouvons la confirmation en mesurant la
phosphorylation liée & un transport cyclique d’élec-
trons, catalysée par le méthyl sulfate de N méthyl
phenazonium (PMS). (Tableau ne 4).

TABLEAU NO 4.

Inhibition de la pCPEOD
de la photosphorylation cyclique catalysée par P. M. S.

Pm estérifié
(uM/mg de chlorophylle/heure)
INHIBITEUR = =
Chloroplastes Chloroplastes
d’épinards de choux chinois
o | 640 (100) 520 (100)
3.107* M 430 (83)
1,7.1073 M 50 (14)
3,3.107% )M 140 (22)

Milieu réactionnel : (zM/3 ml) TRIS/HCI pH 8,0: 80;
Mg€l, + 5 3§ ADP; 10 ; 2PO,HIK, : T0.

Chloroplastes : épinards: 0,15 mg de chlorophylle choux
chinois : 0,05 mg de chlorophylle.

Les chloroplastes de choux chinois étaient préparés
suivant GOFFEAU et BoVE (1962) qui ont mis au point
les conditions d’extraction de ce matériel.

On voit que la pCPEOD inhibe trés fortement cette
phosphorylation cyclique.

D. ProbpuITS DE LA FIXATION DE CO,.

Une derniére confirmation est obtenue parl’analyse
des produits de fixation de CO, en présence de
pCPEOD (déterminés par chromatographie sur papier,
suivant Losapa, TREBST et ARNON (1960) et autora-
diographie de ces chromatogrammes). On sait que le
cycle de Calvin fait intervenir 'ATP en deux endroits :
formation de ribulose-diphosphate & partir de ribu-
lose-5-phosphate, et transformation d’acide-3-phos-
phoglycérique (P. GG. A.) en acide 1.3. diphosphogly-
cérique. Le ribulose diphosphate étant I'accepteur de
CO,, le déficit d’ATP provoque une diminution de la
fixation c’est ce que nous avons mesuré), ce déficit
entraine également une accumulation du PGA. Clest
bien ce que nous observons dans nos expériences.
L’analyse des produits de fixation de CO, a la lumiere
montre dans toutes nos expériences une accumula-
tion de PGA. Par exemple (I'ig. 6) nous trouvons dans
les extraits témoins qu’il représente 10 9, de la fixa-
tion totale, alors qu’a 1,7.10=2 M de pCPEOD ce pour-
centage s’éléve a 85 Y.

Fixation totale de C@®,, analyse des produits de la
fixation, mesure de la réduction du NADP et mesure
divecte de la photophosphorylation cyclique o non, con-
duisent a attribuer a la pCPEOD le véle d'un désaccou-
plant de la phosphorylation photosynthétique.

6. Action de la pCPEOD sur les phosphorylations
oxydatives.

La phosphorylation photosynthétique n’étant pas
la seule source d’ATP dans les plantes, nous avons
voulu vérifier si la pCPEOD ne désaccouplait pas
également les phosphorylations oxydatives, autre
source essentielle d’ATP.

Limités pour expérimenter cette action « 2 vitro »
directement par le volume d’éthanol (nécessaire pour
véhiculer l'inhibiteur) tolérable par des homogénats
de mitochondries, nous avons effectué cette mesure
en utilisant des mitochondries de plantules traitées,
1solées suivant les techniques classiques, dans les jours
qui suivent le traitement. Utilisant comme matériel
végétal des mitochondries d’hypocotyles étiolés de
concombre (Cucumis sativum) et utilisant un proto-
cole expérimental, légérement modifié () de STENLID
et SADDIK (1962) nous avons trouvé que, seules, des
doses de traitement de 10 & 15 fois plus élevées que

(1) Pour les détails expérimentaux, nous nous permettons de ren-
voyer le lecteur & notre thése, intitulée « Etude du mode d’action
physiologique des phényl-3 alkyl oxazolidine dione 2.4 herbicides »,
en cours de publication.
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F1c. 6a, 6 b et 6¢c. — Autoradiogrammes de chromatogrammes réalisés avec les produits solubles de la fixation de 14 CO, a la lumiere

au moyen d’un d’un extrait aqueux de chloroplastes.

ceux actifs sur des plantes en serre étaient nécessaires
pour obtenir un désaccouplement de 50 a 100 9.
Pratiquement, seul un contact de 48 heures des
racines avec une émulsion titrant a 5.107* M de
pCPEOD affecte sensiblement la croissance des hypo-
cotyles : les mitochondries qu’on en extrait oxydent
le succinate a un taux sensiblement équivalent aux
lots témoins mais n’estérifient plus le phosphate
minéral qu’avec un rendement deux a trois fois plus
faible. Un contact de racines de plantules vertes, a la
lumiére, avec des émulsions titrant entre 5.107% et
10~* de pCPEOD suffit par contre a tuer les plantes.

Il n'est donc pas douteux que la pCPEOD est suscep-
tible d’agir comme désaccouplant des phosphorylations
oxydatives mais qu aux doses normales d'emploi her-
bicide, cette action ne doit pas intervenir. Le désaccou-
plement de la photophosphorylation est donc le pro-
cessus le plus profondément affecté par la pCPEOD
que nous ayons trouvé jusqu’'a maintenant. Nous
allons cependant examiner a présent si les troubles
du métabolisme azoté et glucidique de plantes traitées
permettent d’envisager d’autres hypotheéses.

La photosynthése conduisant normalement chez
les plantes essentiellement a la formation de glucides,
nous examinerons pour commencer l'action de la
pCPEOD et de trois autres oxazolidine diones sur le
métabolisme glucidique de plantes traitées.

7. Action sur le métabolisme glucidique de plantes
traitées.

La mesure de la teneur en amidon des parties aé-
riennes (suivant HassiD et ABRaAHAM) de tomates et
de sojas traités par la pCPEOD (a 4 kg/ha )indique
une baisse trés sensible. La figure n° 7 montre 1'évo-
lution de ces teneurs dans les jours qui suivent le trai-
tement, pour des sojas.

On voit que la teneur baisse réguliérement, pour
n’étre plus égale, apres 8 jours, qu'a 9 % de celle du
témoin. Desmesures effectuées sur des tomates donnent
des résultats identiques. Il s’agit donc bien d’un phéo-
nomene général.

Nous observons les mémes baisses de réserves amy-
lacées de parties aériennes de tomates traitées avec
la mCPEOD a 8 kg/ha, la PMOD ou la pCPMOD a
16 kg/ha. Comme pour la fixation photosynthétique
de CO,, les quatre oxazolidine diones expérimentées
sont inhibitrices du maintien des teneurs en amidon,
aux doses ou elles provoquent une inhibition compléte
de la croissance. Il est donc fort probable qu’elles ont
le méme mode d’action.

La mesure des teneurs en sucres solubles de plantes
traitées avec la pCPEOD (4 kg/ha) montre que le
fructose et le glucose baissent, eux aussi, sensiblement.
(Tableau n° s).
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Le traitement provoque donc non seulement la
disparition de I’amidon mais également d’une partie
des sucres solubles. Cependant, ces derniers baissent
proportionnellement moins que I’amidon.

L’interprétation de ces résultats est aisée, une fois
mis en évidence le role déccouplant de la photophos-
phorylation de la pCPEOD. On sait en effet, depuis
HaNEs (1940) que la synthése de 'amidon se fait a
partir de glucose-phosphate, la réaction étant cata-
lysée par la phosphorylase. Le sens de la réaction est
déterminé par le rapport glucose 1 phosphate/phos-
phate minéral. Quand ce rapport est faible, ce qui doit
étre le cas de la plante traitée, (la pPCPEOD provoque
une baisse de la formation des hexoses phosphates
« in vitro »), la réaction se déroule dans le sens de la
dégradation de I'amidon. D’ou la disparition progres-
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AMIDON (% T) FIGURE 7

100 EVOLUTION DES TENEURS EN AMIDON

DES PARTIES AERIENNES DES PLANTES

TRAITEES EN FONCTION DU TEMPS

2 4 6 g nhombre de jours
aprés le traitement

sive de I'amidon de la partie aérienne des plantes
traitées. Il est probable en outre qu’aprés un certain
degré d’épuisement de ces réserves, l'utilisation de
hexoses phosphates de la glycolyse par la chaine res-
piratoire provoque une baisse des teneurs en sucres
solubles.

8. Action sur le meétabolisme azoté des plantes
traitées.

A) Bilan azoté.

Nous examinerons pour commencer quelle est
I'influence de la pCPEOD, appliquée a 4 kg/ha sur
des plantes de tomates, sur le bilan de l'azote dans
les parties aériennes. Les mesures des différentes
formes d’azote étaient faites de la fagon suivante :

— azote mtriqgue, selon MORRIS-GONZALEs-Mas
(1958) ;

— azote aminé soluble, par calcul aprés dosage des
acides aminés solubles extraits selon J. BovE, C. BovE et

TABLEAU NO 3.

Teneur en amidon et en sucves solubles (mg/g de m. s.} des parties aéviennes de tomates traitées avec la pCPEOD.

AMIDON SUCRES SOLUBLES
Glucose I'ructose Saccharose Total
Témoin................. 49,7 (100) 6,8 (100) 6,5 (100) 1,6 (100) 14,9 (100)
Plantes traitées....... 8,5 (17) 4,7 (69) 4,0 (62) 1,5 (91) 10,2 (68)
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RAVEUX (1957), séparés et dosés suivant MENORET
(x960) ;

— azote insoluble : soit directement, par Kjeldahl
sur le résidu apreés extraction des éléments solubles,
soit par calcul aprés extraction, séparation et dosage
des acides aminés insolubles.

La figure n° 8 montre I'évolution de ces différentes
formes d’azote exprimées en mg/pied, dans les jours
qui suivent le traitement (les plantes ont été traitées
respectivement 6, 4 et 2 jours avant la récolte).

FIGURE 8

EVOLUTION DES DIFFERENTES FRACTIONS AZOTEES EN
FONCTION DU TEMPS APRES TRAITEMENT (ex 9C)

Mg d'N par pied

20
'/_.—c
/ N total
»

}N protéique
7

N nitrique

o — ameam N amine soluble

0 nombre de jours
entre treitement et récolte

-6 -4 -2

On voit essentiellement :

— Une augmentation de l'azote aminé soluble,

— Une baisse de I'N insoluble (protéique) apres
4 et 6 jours, alors qu’aprés 2 jours il augmente mais
plus lentement que dans le témoin.

Deux autres expériences, dont nous ne rapporte-
rons pas ici le détail des résultats, nous ont donné des
résultats analogues, c’est-a-dire essentiellement
arrét de la protéosynthése dans les 4 jours qui suivent
le traitement, tendance a4 l'accumulation de l'azote
aminé soluble. Par contre, I'azote nitrique varie de
facon tres différente d’une expérience a l'autre. Il n'y
a donc pas de régle générale dans ce domaine, ce qui
n'est guere étonnant, étant donné que la quantité de
nitrates présents dans les parties aériennes dépend
de facteurs trés différents : absorption, activité de la
nitrate réductase, activité photosynthétique, etc.

Par contre, 'arrét de la protéosynthese et l'accu-
mulation d’acides aminés solubles sont bien établis.
Avant d’envisager d’en interpréter les causes, il con-
vient d’examiner la composition de ces deux fractions.
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B) Composition des fractions azotées soluble et inso-
luble.

Nous ne fournirons par ici le détail des résultats
obtenus, afin de ne pas surcharger la présentation de
cet article. L’analyse de la composition des protéines
de plantes traitées et témoins ne montre aucune diffé-
rence sensible : les mémes acides aminés s’y retrouvent
dans les mémes proportions. Il serait douteux qu'une
intervention directe de la pCPEOD dans le processus
de la synthese des protéines ne provoque aucune
modification de leur composition. Il semble donc exclu
que la pCPEOD soit un inhibiteur spécifique de la
protéosynthese. L’inhibition que nous observons est
plus probablement un effet secondaire, qui s’explique
d’ailleurs aisément par le déficit d’ATP que provoque
le désaccouplement de la photophosphorylation : on
sait en effet que la premiére étape de la synthése des
peptides consiste dans une activation des acides ami-
nés par 'ATP (Hoacraxm, 1955 ; KINGDOM, 1958 ;
BELJANSKY, 19671).

L’analyse de la composition de la fraction aminée
soluble montre dans les trois expériences que l'accu-
mulation observée dans les plantes traitées est essen-
tiellement due a 3 acides : glutamique, y-aminobuty-
rique, arginine ; et & 2 amides : glutamine et aspara-
gine. L’interprétation de ces résultats nous parait se
rattacher aux connaissances classiques sur le métabo-
lisme azoté de feuilles excisées. (BONNER, 1950 ;
MovysE, 1951). On sait en effet que ce métabolisme se
caractérise par l'arrét de la protéosynthese, la mani-
festation d’une protéolyste plus ou moins accentuée et
I'accumulation de plusieurs acides aminés libres, par-
ticuliérement des amides qui représentent une forme
de récupération de I'ammonium libéré par désami-
nation oxydative (VICKERY et coll., CHIBNALL, MOTHES
etc.). Nous pensons que dans le cas des plantes trai-
tées par la pCPEOD l'arrét de la protéosynthése per-
met la manifestation de la protéolyse concomittante
(nous observons bien une baisse de I'N protéique par
pied apreés 4 et 6 jours) et de ses corrollaires : accumu-
lation d’acides et d’amides.

Les troubles du métabolisme azoté de plantes trai-
tées nous paraissent donc n’étre qu'une manifestation
secondaire du déficit ’ATP.

9. Discussion-Conclusion.

A) Mode & action de la pCPEOD.

Dans ces conditions, l'inhibition de la photophos-
phorylation nous parait constituer la cause essentielle,
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sinon exclusive, de la phytotoxicité de la phenyl-3
ethyl-5 oxazolidine dione 2.4. En effet, elle n’a aucune
activité mito-inhibitrice, elle n’agit qu’a la lumiére et
le trouble des métabolismes azoté et glucidique des
plantes traitées ne laissent supposer aucune inhibi-
tion spécifique. Baisse de la fixation de CO,, baisse des
teneurs en amidon et en sucves solubles, arvét de la pro-
téosynthese et phénoménes connexes nous paraissent donc
refléter uniquement le déficit d’ATP provoqué par le
désaccouplement de la photophosphorylation.

B) Mode d’action des autres oxazolidinediones herbi-
cides.

Trois dérivés autres que la pCPEOD partagent
avec elle, sous réserve des doses d’emploi, la propriété
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d’inhiber la fixation de CO, et de provoquer une baisse
de teneur en amidon. Nous sommes amenés a penser
que les autres propriétés sont communes, c’est-a-dire
essentiellement qu’elles agissent également comme
désaccouplants. L’analogie des symptomes présentés
par les plantes traitées permet probablement d’étendre
cette propriété aux autres dérivés parachlorosubsti-
tués (propyl et isopropyl).

1l nous apparait donc trés probable que le désaccou-
plement de la photophosphorylation constitue le mode
d’action essentiel des phényl-3 alkyl-5 oxazolidine diones
2.4 herbicides. 11 est sans doute exclusif pour les déri-
vés parachlorosubstitués ; il est complété pour les
autres par une action mitoclasique, qui peut appa-
raitre seule si la dose d’emploi est insuffisante pour la
manifestation de l'action désaccouplante.

Je liens « exprimer ma vive reconnaissance ¢ M. Morel, Direcleur de Recherches au C. N. R. A., qui a dirigé ces
lravauz, ainsi qu’a M. Bové, Chef du Service de Biochimie a Ul. I'. A. C., qui m’a réservé un précieux accueil dans son
laboraloire pour les expériencas relatives & la phelosynlhése « in vilro » ; enfin je dois beaucoup a M. Goffeau, collu-
boraleur de M. Bové, donl les connaissances dans ce domaine m’onl élé des plus précieuses.
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