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SOMMAIRE

L'utilisation de Veau tritiée dans des recherches de physiologie pose des problémes dus aux i
effets isotopiques (effet de masse, échange isotopique) et aux conditions de mesure de sa radioac:
tivité par scintillation liquide (faible énergie des rayons p- émis, phénoménes d’extinction). Dans
un premier article, ensemble de ces problemes est passé en revue, d'aprés les données de la biblio-

graphie.

A, — INTRODUCTION

L’objet de la présente étude est d’introduire un travail expérimental qui consiste a comparer
les mécanismes de P'utilisation de I'eau chez des plantes adaptées 4 la sécheresse et chez des plantes
plus exigeantes en eau. Nous savons que chez les végétaux supérieurs la consommation de l'eau se
fait de la maniére suivante : une petite fraction de 'cau absorbée est fixée sous forme de matiere
organique, alors que la transpiration en transforme la plus grande partie de 'état liquide & I'état

i de vapeur. Nous nous proposons donc de mesurer et de comparer la fraction de I'eau absorbée :

qui est transformée en matiére organique,
qui est transpirée,

—e

dans des conditions microclimatiques controlées, par deux variétés de Blé ayant des résistances
différentes & la sécheresse (Triticum vulgare, variété Florenee- Aurore et Triticum durum, variété
Guelmna).

Pour tenter de résoudre techniquement ce probléme nous avons choisi de fournir aux plantes
étudiées de 'eau marquée par un isotope de 'hydrogéne : le tritium. En effet, seuls les atomes d’hy-
drogéne des molécules d’eau métabolisée sont intégralement introduits dans la matidre organique.
En revanche, seulement une partie de l'oxygtne de 'eau est fixée dans la matiére organique (réactions
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d’hydratation), 'autre partie étant dégagée i I'état gazeux. En raison de notre objectif, ce fait
exclut I'utilisation de I'oxygeéne-18 pour marquer I'eau dans nos expériences,

La fixation de 'hydrogéne de 11,0 se fait par des réactions d’hydrolyse, d’hydratation, d’isomé-
risation et principalement pendant la photosynthése, par une réaction de réduction. Car, si longtemps
la photosynthése a été définie comme 'aptitude des plantes vertes a fixer le CO, de I'air a la lumiére,
depuis les travaux fondamentaux d’ARNON (1959) elle prend une définition unitaire et toute nou-
velle : elle consiste en la formation simultanée a la lumiére d'un réducteur et d’une source d’énergie
chimique (ATP). Or le photoréducteur emprunte finalement son hydrogéne a I'eau pour l'introduire
dans de nouvelles combinaisons chimiques.

Par ailleurs, rappelons que la transpir:

ation ma=t également en jeu un mécanisme consommateur
d’énergie, qui se traduit par la vaporisation de I'eau. Ainsi, ces deux phénomeénes, photosynthése et
transpiration consacrent Uutilisation de U'énergie lumineuse & la transformation de I'eau (COSTES, 1960),
Nous pouvons done penser que I'utilisation de molécules d’eau marquée par un isotope de I'hydro-
géne nous permette d'obtenir une mesure simultanée de I'activité photosynthétique et de la trans-
piration, 4 la lumiére,

Dans ce genre d’études, on peut imaginer 'emploi de deux traceurs, soit un isotope lourd d:
I'hydrogéne, le deutérium (D ou 2II), soit Iisotope radioactif de 'hydrogéne, le tritium (T ou #1I),
Parmi ces isotopes, nous avons choisi le tritium car sa détection parait plus aisée que celle du deu-
térium. Il est possible, en effet, de suivre la répartition du tritium dans le matériel expérimenté
par mesure de la radioactivé émise. Si I'on incorpore de 'eau tritiée a la solution nutritive d’une
plante et si Uon fait la somme des radioactivités retrouvées dans l'eau tissulaire, dans la matiére
organique et dans 'eau transpirée, on obtient une image des différentes voies de la consommation
de I'eau par la plante. Il sera donc possible d’appliquer cette méthode a I'étude des transformations
de 'eau dans une plante si I'on peut mesurer avec le méme rendement la radioactivité du tritium
dans les différentes fractions extraites.

Cependant si 'usage du tritium, traceur de 'hydrogéne de I'eau, peut étre envisagé comme un
moyen rapide d’étude, il n’en reste pas moins que expérimentateur se heurte a certaines difficultés
dues aux effets suivants :

— Veffet de masse, c’est-a-dire 'effet di au remplacement d’un atome d’hydrogéne de masse 1
par un atome d’hydrogéne de masse 3. Cet effet a une répercussion sur la vitesse des réactions
des substances marquées au tritium. Il en résulte que le tritium n’est pas un traceur analogue & ceux
qui ont été utilisés jusqu’a présent en biochimie et dont I'effet de masse est habituellement tenu pour
négligeable (MC, 35).

— D'échange isotopique, c’est-a-dire I'échange entre I'hydrogéne des molécules stables et le
tritium de *H,0 (%), ou entre les molécules d’eau stables et les molécules d’eau radioactives. Ce der-
nier type d’échange peut se produire soit entre les molécules aoccupant des sites différents dans les
cellules, soit entre les molécules de 'eau tissulaire et les molécules de la vapeur d’eau atmosphérique.

L’effet de masse est susceptible d’avoir une répercussion sur la physiologie de la plante. En outre,
I’échange isotopique peut, a prior, étre une cause d’erreur dans les mesures de la radioactivée détec-
tée aprés incorporation de I'eau tritiée. Cela peut conduire 4 des interprétations fausses sur le méta-
bolisme de ’hydrogéne de I'eau.

Par ailleurs, la détection de la radicactivité due au tritium semble, & premiere vue, assez délicate
par suite des propriétés de ce radio-isotope. Le tritium, de période égale & 12 ans, émet par désinté-
gration un rayonnement - de faible énergie (0,018 MeV). Ce rayonniement est facilement autoabsorbé
et son intensité ne peut étre mesurée que par un compteur & circulation de gaz, ou mieux, par scin-
tillation liquide. Mais, comme nous le verrons, le rendement des comptages est relativement faible
pour des échantillons tritiés, De plus, dans la technique par scintillation liquide, le volume des prises
d’essai des métabolites dissous dans des solvants appropriés est limité par la miscibilité de ces sol-
vants avec ceux des scintillateurs. Enfin nous verrons que certains corps sont capables d'éteindre

(1) Nous utilisons cette formule pour simplifier I'expression. En réalité le mélange d’eau et d'eau tritice
est mieux représenté par HOMH.: i !
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la luminescence des scintillateurs excités par le rayonnement radioactif. Il s'ensuit un comptage
par défaut qu’il est nécessaire de corriger pour connaitre la radioactivité réelle de ’échantillon,

C’est pourquoi l'utilisation du tritium pour I'étude du métabolisme de 'eau demande d’abord
la mise au point de techniques qui permettent 'obtention rapide des diverses formes de transforma-
tion de I’eau par la plante, et la mesure de leur radioactivité avec le méme rendement.

Avant d’exposer les techniques d'extraction et de comptage que nous avons adaptées a4 notre
objectif, nous nous proposons de rapporter briévement quelques-unes des études faites sur I'incorpo-
ration d’eau marquée dans les plantes, et sur les techniques de mesure de la radioactivité du tritium,

B. — UTILISATION D'EAU MARQUEE DANS LES RECHERCHES
SUR LES TRANSFORMATIONS DE I/EAU «IN VIVO»

Les effets qui résultent de l'utilisation, comme traceurs, d’isotopes lourds (stables ou radio-
actifs) ont été bien analysés par ARONOFF (1960). Ces effets, qui peuvent étre intermoléculaires ou
intramoléculaires ont été mesurés par divers auteurs.

L'effet de masse (mass diserimination) a tendance & ralentir la vitesse des réactions ol sont
engagés les composés enrichis avec un isotope de masse atomique plus lourde que celle de I'atome
normal. BIGELEISEN (1949) a notamment calculé que, par effet de masse, la vitesse des réactions
intermoléculaires peut étre freinée au smaximum 18 fois, lorsque I'hydrogéne est remplacé par le
deutérium, ou aw maximum 60 fois lorsque le remplacement est fait par le tritium. RITTENBERG
(1963) constate méme que des changements notables surviennent dans la vitesse des réactions du
métabolisme intermédiaire quand on remplace H,0O par D,0 ou par Hy'80 ; cette substitution iso-
topique peut conduire comme nous allons le voir, 4 I'inhibition de croissance et de division des cellules
vivantes, si les concentrations en eau lourde dans le milieu sont fortes.

Le phénoméne d’échange isotopique a été plus étudié que l'effet de masse. D’aprés VIALARD
(1956) I'hydrogéne le plus rapidement échangeable se trouve dans les groupes —OH, =N-—H et
=C—H. D’aprés Bropsky (1958), les échanges isotopiques requiérent en général un milieu acide
et une température supérieure & 100°C pour se produire d’une fagon notable, Selon cet auteur, en
confirmation des résultats précédents, 'échange de I'hydrogene dans les liaisons C—H est peu
rapide, alors que ’hydrogéne du groupe OH est plus mobile. Dans ce cas, c’est parfois le groupe OH
lui-méme qui est échangé, mais la vitesse d'échange varie beaucoup avec la structure des molécules
hydroxylées. Ainsi BRoDSKY a observé un échange rapide entre H,*0 et le triéthylsilanol 4 100°C,
un échange entre H,80 et I'hydroquinone seulement & partir de 150-170°C, aucun échange ne se
produisant entre H,'®0 et le pyrogallol, le phénol ou le catéchol. Pour chaque type de métabolite
constituant la matiére organique des plantes, il conviendra donc de mesurer I'intensité de 1’échange
isotopique du tritium & partir de 3H,0, Quant a I’échange entre les molécules d’eau, dans les milieux
biologiques, ce sont des expériences menées avec Hy*O qui ont donné les informations les plus inté-
ressantes.

1. — Ktudes faites avec de Ueaw envichie en oxygéne-18

Depuis la célébre expérience de RUBEN et al. (1g41) sur des Algues alimentées en H,'0, qui
montre que I'oxygéne dégagé a toujours la composition isotopique de I'eau, 'eau enrichie en 180 a
souvent été utilisée dans les recherches de physiologie végétale.

Des auteurs russes, notamment, ont étudié le métabolisme et 1'échange de I'eau dans les tissus
végétaux 4 l'aide de H,'0, VASIL'EVA et BURKINA (1960) ont pu estimer le déficit hydrique de divers
organites cellulaires grace a l'introduction de H,*0 dans les feuilles étiolées de Féve, De tous les
organites étudiés, les chloroplastes sont ceux qui sont le moins vite saturés en eau, ce qui révéle la
stabilité de leurs réserves hydriques. '

Annales de Physiologie végétale. — 19064.
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" VARTAPETIAN (1960 a) a mesuré la vitesse d’échange entre H,180 incorporé i une solution nutri-
tive et H,O contenue dans les différents organes de Haricots et de Mimosas transplantés sur ce
milieu : au bout de 1 minute, environ la moitié de I'eau des racines, séparées ou non des parties
aériennes, est remplacée par eau de la solution et Iéquilibre est pratiquement atteint au bout de
7 minutes. Aprés 75 heures d’immersion dans une solution nutritive enrichie en 0, cet auteyr
constate que la teneur en 0 des feuilles et des racines correspond & 70-80 p. oo de celle du miliey
extérieur, tandis que la teneur en #0 des tiges est égale a celle de la solution (100 p. 100). VARTA-
PETIAN attribue cette différence entre feuilles et racines d'une part, tiges d’autre part, aux pertes de
H,™0 par la grande rapidité d’échange de 'eau des feuilles et des racines avec la vapeur d’eau atmios.
phérique lors de la préparation des échantillons 4 'analyse. Cette interprétation est confirmée par
une étude plus récente de VARTAPETIAN et KURSANOV (19671) : sur des feuilles de Vallisneria immergées
dans H,"0, on constate & nouveau que 5o p. 1oo de l'eau tissulaire est échangée en 6o se-
condes et la totalité en 8 & 15 minutes ; cet échange entre « 'eau liquide » interne et « eau liquide »
externe est encore plus rapide chez les étres unicellulaires (levures). De plus, ces auteurs montrent,
sur les parties aériennes et sur les racines de végétaux placées dans une atmosphére enrichie en
H,'*0, que ’échange entre « I'eau liquide » interne et « 'eau vapeur » externe peut étre également
rapide, surtout pour les racines et pour les feuilles. Nous verrons combien cette observation est inté-
ressante du point de vue pratique : les faibles teneurs en eau marquée, trouvées dans les organes
végétaux, en comparaison de la teneur plus élevée des solutions nutritives, peuvent s'expliquer par
des échanges de ce type, susceptibles de se produire pendant la préparation des échantillons 4 ana-
lyser. Aprés avoir mis en évidence la rapidité des échanges entre 'eau du tissu végétal et l'eau dy
milieu extérieur, VARTAPETIAN (1960 b) a montré chez le Haricot que H, %0 atteint rapidement
le protoplasme et ses inclusions, et participe activement aux réactions chimiques dont ils sont le
sitge. Ce dernier résultat nous donne Vassurance que les molécules d'eau marguées atteignent lrés
rapidentent lous les sites cellulaives ott elles sont melabolisées. La vitesse de pénétration de I’eau
dans les cellules ne semble donc pas devoir étre un obstacle 4 l'utilisation d’eau marquée dans des
recherches sur le métabolisme,
L’oxygeéne-18 donne une image de la molécule d’ean dans son entier au cours de sa migration

et de ses échanges dans la plante, Mais nous pensons que les plus intéressantes études ont été faites
a I'aide d’eau deutériée.

2. — FRtudes faites avec de eau deutéride

Nous devons d’abord observer que les expériences faites sur les végétaux avec de 'eau deutéride
ont pleinement confirmé les résultats obtenus 4 partir de H,'®0 sur 1'échange des molécules d’eau.
i\msl avec de I'eau marquée au deutérium, H{IBNER (1960) a confirmé les observations de VARTA=
PETIAN (1960) : I'eau des racines et des feuilles de Jicia faba s’échange plus rapidement que 'eau des
ngb, avec 'eau du milieu extérieur. Et cet auteur indique que si la partie aérienne d’une plante est
pfaae dans une atmosphéve anhydre, il est possible d’oblenir, dans Pean des femiles} un taux d'enri-
chissement en deutérium égal & celui de la solulion nutrilive.

De méme, JAMVILOV et EFREMOV (1962) montrent, sur un plant de Mais maintenu pendant
7 heures dans une chambre hermétiquement close, o1 circule en permanence un courant d’air sec,
que I'eau du tissu végétal peut s’échanger complétement avec I’eau deutériée de la solution nutritive.
Ils sont alors amenés & considérer la participation des diverses fractions de l'eau cellulaire & cet
échange : selon leurs résultats, les molécules d’eau de solvatation des macromolécules du protoplasme
et les molécules d’eau « libre » s'échangent constamment et trés rapidement entre elles, aprés que
I'eau ait pénétré dans la cellule & partir du milieu extérieur.

Cependant, méme si des conditions expérimentales soigneusement étudiées, comme nous le
verrons dans les suivantes publications, permettent de limiter au maximum les phénomeénes d’échange
isotopique des molécules d’eau marquée, il reste que la vitesse des réactions qui assurent le méta-
bolisme du traceur (deutérium ou tritium) est altérée par I'effet de masse. Il en résulte une certaine
toxicité de I'eau deutériée pour les végétaux, bien mise en évidence par les travaux de PRATT (1937)
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¢ . Les premiers travaux sur la photosynthése en présence de D;0 sont dus & REITZ et BONHOEFFER
(1934), qui ont montré que des végétaux chlorophylliens (Algues vertes) peuvent fixer le deutérium
de Peau sur le carbone, & la lumiére, alors que chez des hétérotrophes (Levures), les atomes de deuté-
rium ne sont pratiquement pas introduits dans les liaisons avec le carbone. Dans ce dernier cas, la
faible fixation de deutérium observée dans la matiére organique provient de I'échange de I'hydrogéne
des groupes —OII et —NII, des sucres et des protéines. Nous pensons que ce résultat constitue la
premiére démonstration expérimentale du fait que la photosynthése s’accompagne d’une réduction.
Jn isotope de I'hydrogéne pourrait alors servir & mesurer intensité de la photosynthése chez les
plantes. Mais ces auteurs ont déja observé que beaucoup de réactions chimiques ont leur vitessse
réduite quand I'hydrogéne ordinaire est remplacé par I'hydrogéne lourd,

Dans le méme temps CURRY et TRELEASE (1935) mesurent la diminution de la vitesse de déga-
gement de l'oxygéne par des Chlorelles incubées dans un tampon contenant de 'eau deutéride &
99,9 p. 100 : lintensité de la photosynthése ainsi déterminée représente 41 p. roo de celle observée
en présence d’eau pure (0,02 p. 100 D,0). Cependant, avec le méme matériel et les mémes techniques,
CRAIG et TRELEASE (1937), PRATT et al. (1937), puis PRATT et TRELEASE (1938) démontrent que 'eau
deutériée, a cette concentration, diminue la vitesse de ce qu’ils appelaient & Iépoque les réactions
obscures de la photosynthése (cycle de CALVIN) et n’a que peu d’effet sur la- vitesse des réactions
photachimiques. Ce résultat peut conduire & penser que Pinhibition de la photosynthése en présence
d’eau deutériée concentrée est due 4 l'altération des constantes de vitesse de réaction des métabo-
lites deutériés, plus qu'a la diminution de la vitesse de formation du photoréducteur primaire. Cest
ainsi que RIESKE et al. (1962), au terme d’une étude des effets de D,0 sur la cinétique de la réaction
de HiLy, considérent que la substitution isotopique ne doit pas exercer son action directement sur
la réaction d'ionisation de I'eau qui fournit les protons (ou les deutons) au photoréducteur pri-
maire ; l'effet ralentisseur de D,0 est interprété par ces auteurs comme une inactivation des sub-
stances réactives (enzymes, coenzymes) aprés leur marquage. Cette inhibition de la photosynthése
a été confirmée chez Chiorella pyrenoidosa : WEINBERGER el PORTER (1954) ont montré que méme si
Penrichissement du milicu de culture en eau deutériée n’atteint que 23,5 p. 100, la vitesse d'incor-
poration du deutérium dans la matiére organique représente 4 peu prés la moitié de la vitesse d’in-
corporation de I'hydrogéne. Plus récemment, BLAKE et al. (1962) ont observé dans des cultures de
Chiorella vulgaris et de Scenedesmus adaptés 4 la croissance dans I'eau deutéride, que la fixation de
"CO, 4 la lumiére est de 10 & 30 p. 100 inférieure a celle mesurée pour les mémes algues cultivées
dans 'eau H,0.

Cependant, le ralentissement de la photosynthése ne suftit pas & expliquer la toxicité de 'eau
deutériée ; et la découverte qu’un grand nombre de champignons, d’Algues et de Bactéries sont
capables de croitre dans 99,6 p. oo de DO (Katz et al., 1958 ; DABOLL et al., 1962) a stimulé les
études sur les effets biologiques de 'eau deutériée. Par ailleurs c’est BLAKE et al., qui, en 1964,
publient la premiére étude eompléte des effets du remplacement de I’hydrogéne par le deutérium sur
la croissance d’une plante supérieure. En transplantant des plants adultes de Menthe sur une solu-
tion nutritive contenant des proportions de D),0, allant de 10 4 100 p. 100 du volume d’eau de la
solution, ces auteurs ont observé les effets suivants : Poxyde de deutérium provoque une réduction,
presque proportionnelle a sa concentration, de I’élongation de la pousse axiale, des pousses latérales,
deslimbes et des pétioles des feuilles. Cet effet est attribué 4 la diminution, par le D,0, de la vitesse de
toutes les réactions normales de synthése, en particulier des réactions photosynthétiques, ce quientraine
un freinage de la vitesse de croissance. En présence de fortes concentrations en D,0, les racines
brunissent et se recroquevillent par suite d'une réduction de leur surface et de leur capacité d’ab-
sorption pour I'eau. L'aptitude des plantes & fleurir est annulée ; des surfaces brunes nécrotiques se
développent sur les feuilles le long de la nervure centrale. Les auteurs ont, en outre, comparé la
teneur en deutérium de 'eau tissulaire et des métabolites extraits de la plante ; ils constatent un
déséquilibre dans la répartition du deutérium entre ces deux formes, 'eau tissulaire étant plus mar-
quée.

Si I'on veut éliminer le ralentissement général des réactions et la toxicité, le deutérium ne doit
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étre utilisé qu’a de faibles doses, en biologie, comme traceur de I'eau : de ce point de vue c’est le
tritium qui nous semble étre le meilleur isotope.

3. — Ftudes avec I'eau tritide

En effet, le tritium, s'il présente les mémes inconvénients que le deutérium, dus & V'effet de
masse, a en revanche l'avantage d’étre détecté i I'état de traces, par sa radioactivité. Alors que
Penrichissement de I'eau deutériée incorporée aux systémes biologiques ne peut gudre étre inférieur
4 10 p. 100, si I'on veut doser facilement le deutérium dans les métabolites, I'enrichissement en eay
tritide peut étre parfaitement négligeable : de l'ordre de 10-¢ atome de *H pour cent.

Pour ces faibles teneurs en tritium, la loxicité ne devrait pas apparaitve dans une plante. Mais
il demeure le fractionnement isotopique, dfi également & leffet de masse, qui ralentit spécifiquement
les réactions quand un atome de tritium est métabolisé 4 la place d’un atome d’hydrogéne. Ainsi,
on a mesuré, chez Chiorella, que la vitesse d’intégration de I représente 40 & 45 p. 100 de celle
de 'H dans la matiére organique, 4 partir de 'eau, & la lumiére, pour une solution nutritive conte-
nant 1 mCi de *H,0 par ml (WEINBERGER et PORTER, 1953 et 1954). 1l faudra tenir compte de cet
effet dans l'interprétation de nos résultats, bien que nos expériences soient congues en vue de comparer
Pincorporation de U'eau tritice entre plusienrs types de plantes.

D’une maniére générale 'effet de masse n'est pas un obstacle majeur 4 'emploi du tritium,
si 'on prend soin d’en connaitre I'intensité.

En 1957, WiLzBacH (1957 a) a fait le point, lors du symposium, des possibilités d’utilisation du
tritium comme traceur en biologie. Il a décrit notamment une méthode de tritiation par exposition
des substances au tritium gazeux sous pression (1957 b). Cette technique entraine le minimum de
destruction des substances par irradiation et permet d’obtenir des produits tritiés & haute activité
avec un rendement élevé, Par la suite, SIMON (1961) a inventorié les travaux permis grice 4 obtention
de substances marquées au tritium. Le tritium apparait comme un auxiliaire d’analyse qui permet
notamment d’étudier les effets isotopiques, de reconnaitre la réactivité de certains groupes chimiques,
de préciser certaines étapes de biosynthése.

Ainsi SIMON (1963) a pu mettre en évidence la distribution différente du tritium dans diverses
molécules de sucres au cours du marquage par la technique de WiLzBACH : il est possible d’avoir une
idée de la réactivité des différents groupes —OI dans les molécules de sucres. De méme, en biochimie,
les résultats obtenus par I'emploi de composés tritiés ont déji été extrémement précieux pour élucider
certains mécanismes de biosynthese dans la série des composés polyisopréniques, stéroides ou caro-
ténoides (CosTES, 1964).

Il n’est donc pas étonnant que cet isotope ait été utilisé en physiologie végétale, dés que les
techniques de détection de sa radioactivité ont été au point.

A notre connaissance un des premiers travaux réalisés avec le tritium dans ce domaine a consisté
en une étude de I'absorption de 'eau chez le Haricot : CLINE (1953) a observé le premier qu’il s'éta-
blit un équilibre trés lent entre I'eau tritiée absorbée par les racines et ’eau des feuilles. Puis Bip-
DULPH et al. (1961) ont confirmé, avec 3H,0, les résultats obtenus par VARTAPETIAN (1960) avec
H,'®0 et par HUBNER (1960) avec D,0 : leaw des tiges est moins rapidement échangeable que celle
des racines ou des feuilles, avee U'eaun du milien extérieur.

Par la suite, 'eau tritiée a principalement été utilisée dans des études de translocation. Ainsi
GAGE et ARONOFF (1960) ont comparé la vitesse de pénétration de I'eau dans les feuilles par infiltra-
tion pétiolaire et par incorporation de 3H,0 & 1'état de vapeur. Mais 'extraction de I'eau tissulaire
par distillation & 100°C, et des métabolites tritiés par I'éthanol & 8o p. roo bouillant ont certainement
entaché les résultats d’erreurs dues a 'échange isotopique. Plus récemment, en soumettant de I'eau
tritiée (vapeur ou liquide) 4 des feuilles d’Helianthus annuus et de Pinus halepensis, VAADIA et WAL-
SEL (1963) ont mesuré la vitesse d’entrée de l'eau dans les feuilles en fonction de leur état de turges-
cence et de I'épaisseur de leur cuticule : ils constatent que le transport de 'eau dans la tige est extré-
mement lent et, en plusieurs cas, que le tritium ne peut étre détecté dans la tige que 3 heures apres
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une exposition continue des feuilles. L’entrée de I'eau dans les feuilles est plus rapide en phase liquide
qu’en phase vapeur, et, dans tous les cas, I'entrée est moins rapide que celle prévue par I'équation
de diffusion. Récemment, HODGES et VAADIA {1964) ont montré au moyen de eau tritiée, que 'équi-
libre entre l'exsudat racinaire d’oignons et la solution nutritive est atteint en 1o heures, quand les
racines plongent en entier dans la solution.

Dans le domaine de la photosynthése, il y a encore peu de travaux réalisés avec *I,0 et les
principaux résultats ont été obtenus sur la Chlorelle, La premiére recherche systématique est due
2 MosEs et CALVIN (1959) qui ont observé chez Chlorella une fixation du tritium de 3H,0 trois fois
plus intense & la lumiére qu’a Pobscurité. Le tritium se retrouve dans les mémes produits que le
10 de HCO, : dés les courtes périodes d'incubation & la lumiére, *I1 apparait principalement dans
les monophosphates d’oses, l'acide phosphoglycérique, 'acide aspartique, l'acide glutamique,
l’acide malique et I'acide glycolique. Par ailleurs il est intéressant de noter que la proportion de la
radioactivité totale fixée dans les acides aminés est plus élevée 4 'obscurité (72,8 p. 100) qu'a la
la lumiére (49,3 p. 100). Au terme d’une étude expérimentale plus critique, SIMON et TREBST (1961)
ont montré que le rapport 4C/*H dans les sucres obtenus par photosynthése est inférieur au rapport
uCsH dans les substrats fournis simultanément aux suspensions de Chlorelle ou de chloroplastes
(14CO, et *H,0). Ce fait traduit un enrichissement des sucres en tritium : il peut y avoir jusqu’a
4,6 atomes de 2H fixé pour 1 atome de “C. Ces auteurs ont d’abord interprété ce résultat par un effet
isotopique. Mais dans une récente publication, SIMON et al. (1964) rapportent que l'excés d'incor-
poration dans les sucres du tritium de 3H,0 & la lumiére serait dii, en général, aux réactions d'isomé-
risation du cycle de CALVIN.

D’autre part, I'incubation de fragments de chloroplastes avec 3H,0 et l'extraction de ces chloro-
plastes avec des solvants de polarité différente permettent a4 VisuNIac (1963) d’isoler au moins
11 composés, séparables par chromatographie, qui incorporent le tritivm ¢ la humiére seulement. Dans
’extrait acétonique notamment, Pauteur constate que la chlorophylle a est treés marquée ainsi que
les quinones absorbant & 255 et 277 my. Ce résultat est en contradiction avec les observations de
MosEs et CALVIN (1959) qui pensent que les chlorophylles et les caroténoides ne peuvent rapidement
fixer le tritium de ®H,0 dans des positions non échangeables. Rappelons que I'un de nous a cepen-
dant obtenu une fixation enzymaticue de *H & partir de ¥H,0 dans le f-caroténe de chloroplastes
de Tomate, fixation distincte de celle obtenue par échange (COSTES, 1963). Enfin ARONOFF (1963)
observe que la radioactivité spécifique molaire des sucres photosynthétisés par des feuilles de Soja,
exceéde presquc' toujours celle de I'eau tritiée, apres équilibre avec celle-ci incorporée sous forme de
liquide ou de vapeur ; Pauteur conclut que les hydrogénes des sucres, quelle que soit leur origine
immédiate, dérivent d’un agent réducteur en équilibre relativement rapide avec 'eau.

D’une maniére générale, tous les auteurs s’accordent a reconnaitre les difficultés rencontrées
dans linterprétation des résultats obtenus avec le tritium. Mais peu ont pris soin de s’assurer que
ces résultats n’étaient pas dus & des phénoménes d’échange ne relevant pas des réactions du méta-
bolisme.

4. — Conclusions

Au terme de cet examen des principaux travaux réalisés en physiologie végétale avec de 'eau
marquée par différents traceurs, nous voyons surgir des difficultés dont certaines ont déja regu une
solution expérimentale, C'est ainsi qu’on peut arréter I'échange isotopique de l'eau foliaire avec la
vapeur d’eau atmosphérique, en desséchant Iair qui parvient au niveau des feuilles. De.méme, comie
nous le verrons, il est possible de limiter 'échange entre Phydrogéne de l'eau et I'hydrogéne de la
matiére organique en prévoyant pour toutes les phases de I'analyse chimique, des températures assez
basses et la rapidité des opérations.

Enfin le tritium dont la teneur peut étre mesurde, méme A I'état de traces, par sa radioactivité,
apparait comme le meilleur traceur de I'hydrogéne. Il parait donc utile d’examiner, dans la biblio-
graphie, les techniques de comptage de la radioactivité de cet isotope, sur lequel nous allons main-

tenant fixer notre attention.
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C. — TECHNIQUES DE COMPTAGE DU TRITIUM INCORPORL
DANS DES SYSTEMES BIOLOGIQUES

Notre objectif est de mesurer, dans les mémes conditions, et avec le méme rendement, la radio.
activité du tritium incorporé dans I'eau tissulaire, dans les métabolites hydrosolubles libres et dans
les pigments liposolubles extraits de feuilles de BI. Or les deux principales méthodes qui permettent
la mesure de la radioactivité du tritium sont le comptage par circulation de gaz ou le comptage par
scintillation liquide. Nous savons que le comptage du tritium incorporé dans des échantillons biolo-
giques présente des difficultés dues, d’une part & la faible ¢nergie des particules B~ émises par ce
radioélément, d’autre part 4 la possibilité de phénoménes d'extinction provoqués par les composés
biologiques lors du comptage par scintillation liquide, Dans ce chapitre, nous ne prétendons pas
faire une revue exhaustive de toutes les publications qui rapportent des techniques permettant
de résoudre ces difficultés. Comme le notaient, dés 1957, DAVIDSON et FEIGELSON, la possibiliié
d’appliquer le comptage par SCil_ltiljatiOl] liquide & un probléme de mesure de radioactivité doit
étre examinde spécifiquement. Nous allons done indiquer quelques-unes des solutions adoptées par
les chercheurs dans des travaux récents, nous réservant, dans un prochain article, de présenter une

étude expérimentale de la technique de comptage du tritium, par scintillation liquide, dans des
substances de structures différentes, ’

L. = Complige avec un complewr & circulation de gas

Selon Grascock (19356) cest A 1'état gazeux que le tritium est le micux dosé ; en effet, avec les
compteurs a gaz, le rendement atteint ou dépasse 75 p. 100, En outre, la radioactivité du tritium
peut étre mesurée dans un mélange avec d’autres isotopes radioactifs, grace & la séparation chimique
du tritium pendant la préparation du gaz : une combustion produit le tritiun sous la forme d’eau, le
carbone-14 sous la forme de gaz carbonique et laisse le phosphore-32 dans les cendres. Dans 'exemple
décrit par Pauteur, le tritium obtenu est d’abord introduit dans des moléeules d’hydrocarbure,
notamment de butane normal : ce corps présente I'avantage de se condenser complétement & la
température de l'air liquide, donc d’étre facilement piégé et de pouvoir ultérieurement étre
introduit dans le compteur sous forme gazeuse, 4 la température du laboratoire.

2. — Complage par scintillaiion

Certaines substances appelées « scintillateurs » ont la propriété de transformer les rayonnements
radioactifs en rayonnement lumineux. Dans la mesure de la radioactivité par scintillation, le comp-
tage des particules émises par I'échantillon radioactif se raméne 4 un comptage de photons émis
par le scintillateur. Mais, principalement en milieu liquide, I"énergie absorbée par les molécules de scin:
tillateur n’est pas entiérement réémise sous forme de lumiére : elle peut étre dégradée sous d'autres
formes. On dit qu'il y a extinction. Cette extinetion varie avec les mélanges de scintillateurs, avec les’
solvants, et avec la nature des substances dont on veut mesurer la radioactivité.

Pour le comptage d’émetteurs 3= mous (cas du tritium), 'emploi de scintillateurs liquides di-
minue considérablement P'autoabsorption, grice 4 lincorporation des substances radioactives,
également en solution, dans un mélange homogéne avec le systéme scintillant. Cette méthode a été
appliquée notamment, par JACOESON et ses collaborateurs (1960), pour la mesure du tritium dans
le sang et les tissus animaux ; le tritium est dosé sous forme d’eau recueillie par distillation sous vide,:
aprés combustion du matériel biologique, }
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biologiques étant, les unes liposolubles, les autres hydro-

Les substances extraites de matériaux
a polarité des systémes scintillants

sulubles, nous avons été amenés & rechercher un compromis entre 1

et leur rendement.

21. — Les scintillaleurs.
préconisés. SCHRAM et LOMBAERT (1962) proposent d’enregis-

Différents scintillateurs ont été
ans des solutions aqueuses, grice §

trer en continu la radioactivité du carbone-14 et du tritium d
la poudre cristalline danthracéie, qui joue le réle de scintillateur solide.
leux catégories suivant

Mais les scintillateurs liquides sont les plus utilisés et se classent en ¢
100) ou & un plus grand volume de solution aqueusé

age de radioactivité un rendement plus élevé
age de solutions peu polaires est
le Diphényloxazole (DPO) et
dans le tolutne, et appartient

qu'ils peuvent se mélanger & peu d’eau (0,52 2,5 p.
(15 p. 100) ; en général les premiers ussurent au compt
que les seconds. Le systéme couramment utilisé pour le compt
celui décrit par « Tracerlab » (!) : il comporte deux scintillateurs,
le 1, 4bis(2-(5-phinyloxazel)y benzine benzénz (POPOP), en solution
4 la premiére catégorie. &
BRAY (1960) préconise un systéme mieux ada
ses + il utilise, outre le DPO et le POPOP, le naphtaléne en solution dans des solvants plus polaires,
. Au cours d'une étude détaillée de ces deux scintillateurs,
nous donnerons leur composition”exacte et nous comparerons Jeurs propriétés. PROCKOP et ERERT
(1963) proposent d’associer au scintillateur peu polaire (DO et POPOP en solution dans le toluéne)
un solvant auxiliaire, Péthyléneglycolmonométhyl éther. Mais ce systéme est peln miscible i des
échantillons aqueux ‘et le rendement des comptages est plus faible que ceux décrits auparavant
par d'autres auteurs. En effet WERBIN et ses collaborateurs (1950) avaient suggéré Pintroduction
de naphtaléne dans le systeme précédent pour accroitre son rendement, et de dioxane pour accroitre
tandis que BRUNO et CHRISTIAN (1g61) augmentent Ja miscibilité en utili-
ateurs (Naphtaléne, DPO, POPOP), le xyléne, le p-dioxane.et

pté a la mesure de radioactivité de solutions aqueu

méthanol, éthyléne glycol et p-dioxane

sa miscibilité a 1'eau,
sant comme solvant des trois scintill
I"éthyléne glycol.

23, — Les procédés de mesure.
s auteurs pour mesurer la radioactivité d'échantillons
énéralement effectué par addition directe de la
ant de polarité convenable.

Divers procédés sont proposés par le
{ritiés par scintillation liquide. Le comptage est g
substance radioactive en solution dans un systéme scintill

Dans le cas de 'eau des systémes biologiques, un entraineur est souvent utilisé pour |
Ainsi WERBINet al. (1950) préconisent la distillation des liquides de 'organisme avec le benzéne, dans
{e but d’obtenir un échantillon presque pur d’eau tritiée ; le comptage est alors réalisé avec un systéme
aire (Naphtaléne, DPO, POPOP en solution dans le dioxane). Mais on peut s¢
la distillation, le tritium de I'eau ne s’échange pas partiellement avec
la radioactivité spécifique de I'eau

a recueillir.

scintillant pol
demander si lors de
I'hydrogéne du benzéne, ce qui aurait pour effet d’abaisser
tritide.

Quant aux métabolites, aprés séparation chromatographique, il est classique de mesurer leur
radioactivité sur une partie aliquote de la solution. Mais la mesure peut aussi &tre effectuée sur des
sections de chromatogrammes plongées directement dans la fiole de comptage. WANG et JonEs
(1950) ont vérifié que Vinsertion de bandes de papier imprégné de substances radioactives dans une
fiole contenant le liquide scintillant, ne réduit pas d*une fagon appréciable le rendement du comp-
tage. Pour améliorer la « géométrie » de la mesure, ces auteurs proposent d’utiliser des fioles de
comptage équipées d'un puits concentrique : les bandes de papier sont immergées dans ce puits
qui contient la solution scintillante. Or d'aprés GEIGER et WRIGHT (1960), l'orientation de la bande

de chromatogramme par rapport & la fenétre des photomultiplicateurs ne modific pas notablement

() Tracerlab Ine., 1960. LSC-10 B liquid scintillation counting systent. Richmond California.
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le rendement du comptage, Il n’est donc pas nécessaire d’utiliser des fioles de comptage spécialement
congues ; il suffit, lors de la préparation de bandes de papier, de bien localiser a tache qui porte
les substances radioactives. PINTER et al, (1963) proposent un papier en fibre de verre de préfé-
rence au papier de cellulose, Le papier en fibre de verre adsorbe plus de matériel que le papier de
cellulose ; en outre, le rendement du comptage avec ce dernier correspond & 6o p. 100 seulement
de celui qui peut étre obtenu avec un papier en fibre de verre, ROUCAYROL et TAILLANDIER (1963)

décrivent une méthode de comptage de substances émettrices de rayons B

- mous et séparées par
chromatographie sur couche mince d’

un support pulvérulent. Ces auteurs proposent d’imprégner
la couche mince avec un scintillateur gélifiable ; les photons de fluorescence alors émis sont captés

par un photomultiplicateur & travers une « fente » au-dessus de laquelle défile le support en verre
du chromatogramme.

23. — Mesure simultanée de la radicactivité du C et du 3H.

Il est souvent intéressant de pouvoir mesurer simultanément la radioactivité du Carbone-14
et du Tritium incorporés dans des échantillons biologiques. Deux méthodes sont décrites par les
auteurs.

KELLY et al. (1961) proposent la dégradation préalable des échantillons. Une combustion des
substances marquées permet en effet d’obtenir séparément MCO, et 3H,0 : le 4CO, est absorbé
par une solution d’hydroxyde de hyamine, puis compté dans une solution scintillante au toluéne ;
Peau tritiée est recueillie sous forme de glace, puis comptée dans une solution scintillante de polarité
appropriée. McFARLANE et MURRAY (1963) préconisent également la combustion préalable des
¢chantillons : 11CO, est condensé par de 'azote liquide, dissous dans de la phénéthylamine et sa
radioactivité est mesurée dans une solution scintillante peu polaire ; 3H,0 est également conde
et compté dans une solution scintillante polaire.

PrOCKOP et EBERT (1963) ont mis au point une méthode plus simple et plus rapide pour le comp-
tage simultané de 1C et de H3, sur des matériaux biologiques solubles dans ’eau et non dégradés
au préalable. Avec le systéme scintillateur utilisé par ces auteurs et décrit plus haut il est possible,

a 'aide de certains spectrometres, de déterminer différentiellement les valeurs absolues des radio-

activités de 9 et de C incorporées A des échantillons biologiques aqueux. L’ava
de comptage est d’
de sels ;

nsé

ntage de ce systéma
étre peu sensible & I'effet d’extinction provoqué par les impuretés d’acides et

ce procédé pourra donc étre appliqué & la mesure de radioactivité dans des hydrolysats
et des mélanges.

24. Llextinction.

L’effet d’extinction qui est I'inconvénient majeur du comptage d’émetteurs B~ mous par scin-
tillation liquide, a été étudié par de nombreux auteurs. Cet effet sera examiné en détail dans un
prochain travail, et nous ne ferons ici que citer quelques études. KERR et ses collaborateurs (a7)
ont décrit les propriétés d'extinction d’un grand nombre de composés organiques, pour quelques
solutions de scintillateurs liquides peu polaires et polaires d’usage courant. PENG (1960) propose
deux méthodes pour la correction des phénoménes d’extinction, la méthode de I’étalon interne
et la méthode de la dilution sur lesquelles nous reviendrons. Enfin SCHRAM et LOMBAERT (1963)
ont réuni dans une publication récente, toutes les données relatives 4 la détection par scintillation
organique d’émetteurs B~ de basse énergie,

D. — CONCLUSIONS

Nous voyons que, si 'eau marquée avec différents isotopes a déja beaucoup servi & des recherches
Y ’ P
de physiologie végétale, c'est I'eau tritie qui a été introduite le plus récemment. Nous pensons
I . . g LE
que les possibilités de ce traceur de ’eau sont encore & peine exploitées. Par exemple, nous n’avons
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pas eu connaissance de recherches sur la transpiration des plantes, réalisées avec 11,0, et les voies
du cheminement de 'hydrogéne dans la photosynthése commencent seulement a étre explorées.

Dans cette mise au point constituant l'introduction d’un travail expérimental qui sera publié
prochainement, nous avons examiné les possibilités d’utilisation de 'eau marquée dans une étude
globale des transformations de I’eau dans les feuilles vertes par la photosynthése et la transpiration.
Les principales difficultés & Pemploi du tritium comme traceur de I'eau résident dans 1'échange
isotopique. et dans 'effet de masse.

Iéchange des molécules d’eau entre elles permet 4 ces molécules d’atteindre rapidement tous
les sites enzymatiques oit I'eau est métabolisée. Quant a I'échange du tritium entre I'eau et I'hydro-
géne des molécules organiques, il sera nécessaire d’en connaitre I'intensité,

Leffet de masse introduit deux sortes de difficultés : la toxicité et le fractionnement isotopique.
La toxicité ne semble pas devoir étre redoutée car il est possible d'utiliser de trés faibles concen-
trations en 3H,0 dans les expériences de physiologie. Le [ractionnement isotopique freine la vitesse
des réactions qui métabolisent les molécules d’eau triti¢e. Ce fait constitue en général un obstacle
a Pinterprétation correcte des résultats expérimentaux, La difficulté peut étre levée si 31,0 n’est
utilisé comme traceur de P'eau que dans des expériences comparatives.

Par ailleurs, I'établissement d’un bilan de la radioactivité du tritium par scintillation liquide
avec des substances de propriétés physique et chimique différentes pose des problémes techniques
dus au phénoméne d’extinction. C’est ce point qui sera 'objet d’un prochain travail : I'étude des
problémes posés par la mesure de la radioactivité du tritium, par scintillation liquide, aprés I'obten-
tion des différentes substances que l'on peut extraire des feuilles.

Regu pour publicalion en octobre 1964.

SUMMARY

RESEARCHES ON THE TRANFORMATIONS OF WATER IN THE LEAVES WITH TRIATED WATER

This paper is a review article which introduces the next publication from an experimental
work. A possible use of tritiated water in a study on transformations (photosynthesis and transpi-
ration) of water in green leaves is examined. The main difficulties in this subject reside in isotopic
exchange and mass discrimination.

Exchange of water molecules between themselves allows them to quickly reach every enzy-
matic site where water is metabolized. Nevertheless it will be necessary to measure the rate of
exchange of tritium between water and hydrogen from organic molecules,

Tritium toxicity should not appear, for it is possible to use very low concentration of 3H,0
in physiological experiments, But mass discrimination decreases the reactions rate in which tritiated
molecules are involved. So mass discrimination is a drawback for the right understanding of expe-
rimental results. This difficulty disappears in comparative experiments between two varieties
or two species of plants.

Finally, liquid scintillation technics which allow to count radioactivity in various tritiated
compounds, are discussed.
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