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ACTIVITE DES DIFFERENTES ISOZYMES
DE LA MALATE DESHYDROGENASE DANS LA FEUILLE

DE L'EPINARD (Spinacia oleracea): ETAT VEGETATIF
ET INDUCTION FLORALE

PAR

Michel VALAT* & Hubert GREPPIN*

ABSTRACT

Malate Dehydrogenase isozymes (MDH) of spinach leaves at the vegetative state or during the

flowering process by luminous treatment have been isolated. The MDF1 NADPH or NADH dependent

activity from chloroplast, mitochondria, peroxisome and cytosol were tested. The environmental
signals, detected by the chloroplasts, are transmitted by the malic shuttle to the other cellular
compartments via the cytosol. During the floral induction, two steps are distinguishable in the

compartmental interaction involving the MDH isozymes (accomodation, adaptation).

RESUME

Les isozymes de la malate deshydrogenase (MDH) des feuilles d'epinard, ä l'6tat vegetatif ou lors
de l'induction ä fleurir apres un traitement lumineux, ont et6 Isoldes. L'activite NADPH ou NADH
dependante des MDH du chloroplaste. de la mitochondrie, du peroxysome et du cytosol a ete testee Les

signaux de l'environnement, perijus par les chloroplastes, sont transmis par la navette malique aux
autres compartiments cellulaires via le cytosol. Lors de l'induction florale, deux etapes. dans

l'interaction compartimentale impliquant les isozymes de la MDH, se distinguent (accommodation,
adaptation)

INTRODUCTION

Le metabolisme du malate occupe une position centrale dans la physiologie des

plantes superieures (Lance et Rustin, 1984; Luttge et Smith, 1988). Si la participation
du malate au cycle de Krebs est bien connue, il est egalement bien etabli qu'il se trouve

au cceur de la discrimination entre les differents types de metabolisme en C4 (cycle de

Hatch et Slack) et CAM («crassulacean metabolism») ainsi qu'en C3 (cycle de Calvin)

par une voie specifique, en raison de son interaction dans l'assimilation du gaz

carbonique (Hatch et Slack, 1969; Black, 1973; Moyse, 1976; Davies, 1979; Kent,

* Laboratoire de Physiologie v£g6tale, 3, pi. de l'Universite, CH-1211 Geneve 4.
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1979; Kluge, 1979; Osmond et Holthum, 1981; O'Leary, 1982; Latzko et Kelly,
1983; Ruffner et al. 1983).

Le malate est egalement implique dans l'assimilation des nitrates (Woo et al.,
1980; Naik et Nicholas, 1986), le contröle du pH, le maintien de la balance electrique,
les mouvements d'ouverture et de fermeture des stomates (Allaway, 1981; Willmer,
1983), la reponse au stress (Hook et Crawford, 1978; Lewitt, 1980), la pollution par
le S02 (Pierre, 1984), les blessures (Brinkman et al., 1982), les exces de sei (Diallo et

Queiroz-Claret, 1983).

Le malate est considere comme un produit final de la glycolyse (Davies, 1978), au

meme titre que le phosphoenolpyruvate son precurseur; il tient une position clef entre la

glycolyse et le cycle de Krebs ainsi qu'avec des reactions peripheriques liees au
metabolisme des acides amines (Kent, 1979). II constitue une reserve en C02 et en

equivalents reduits. Traversant facilement les membranes, ä I'aide de nombreux

transporters (Wiskich, 1977; Day et Wiskich, 1984), c'est done une navette efficace
d'un coinpartiment ä 1'autre, facilitant les echanges d'equivalents reduits et
l'interconversion du NADPH/NADH (Walker, 1976). En tant que diacide, il peut etre

generateur de protons (echange anions-cations; Willmer, 1981); le rapport du couple
malate-pyruvate lui confere un role preponderant dans la regulation du pH cytosolique
et vacuolaire (Guern et al., 1983; Marigo et al., 1986; Felle, 1988). Enfin, le malate

est oxyde par deux voies differentes, l'une par la malate deshydrogenase, l'autre par
l'enzyme malique; la voie electronique terminale peut etre phosphorylante (cyano-
sensible) ou bien non-phosphorylante (cyanoresistante) (Palmer, 1976, 1984; Rustin et

al., 1980; Laties, 1982).

Au vu d'une telle implication, on comprend mieux le role de «message» du malate
dans les relations intercompartimentales, de meme que dans les interactions dans

differentes etapes du metabolisme. II nous a done paru etre un marqueur interessant

pour analyser le mecanisme de l'induction florale dont la nature est encore inconnue

(Greppin et al., 1991).
La malate deshydrogenase qui peut fonctionner avec deux cofacteurs, le NADH et

le NADPH, occupe une position particuliere, car ses differentes isozymes sont presentes
dans tous les compartiments cellulaires (Vidal et al., 1977; Valat, 1992), et sont done

impliquees dans le Systeme de navettes. La plante utilisee est l'epinard, dont la

photoperiode critique est d'environ 11 heures; vegetatif en jour court, il est induit par un

passage en lumiere continue (plante de jour long). La modulation photoperiodique du

malate a ete bien etablie chez Kalanchoe blossfeldiana (Brulfert et al., 1975;

Queiroz, 1965; 1976, 1979).

MATERIEL ET METHODES

Les feuilles depinard, Spinacia oleracea (c.v. Nobel), utilisees dans ce travail
proviennent de plantes cultivees en chambres climatisees (Phytotron); lumiere issue de

tubes fluorescents Sylvania «daylight» de 40 W (eclairement de 12 000 ergs/s/cm2 sur
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les feuilles); la temperature est maintenue ä 20°C ± 0,5°C et l'humidite relative varie de

70% + 10% la nuit et de 50% ± 10% le jour. Les plantes sont arrosees deux fois par
semaine avec une solution nutritive Sinesol 0,3%o.

PHOTOPERIODE

Differents traitements lumineux sont pratiques. Les jours courts (JC) correspondent
ä 8 heures de lumiere (08 ä 16 heures locales) et 16 heures d'obscurite: dans ces

conditions les plantes restent vegetatives pendant au moins 4 semaines. L'induction
florale se fait par transfert de JC en lumiere continue (plantes ägees de 4 semaines): la

photoperiode critique est de 11 heures ± 1 de lumiere. Un autre lot de plantes est cultive
en lumiere continue (LC) en permanence des le semis. Le traitement «inducteur» mime

(MIT) s'opere avec des plantes de 3 semaines (JC) induites par 48 heures de LC, puis
transferees en JC pendant 6 jours. A ce moment, les plantes sont transferees ä nouveau

en LC. Ceci constitue le MIT proprement dit: mise en evidence d'un effet irreversible du

traitement lumineux lors de l'induction florale.

ECHANTILLONNAGE

A chaque temps de prelevement, deux ou quatre heures sur plusieurs jours, et pour
les differents traitements lumineux, 1 g de feuilles primaires est preleve et imme-
diatement congele dans l'azote liquide (- 192°C), et conserve dans celui-ci.

Les resultats presentes proviennent d'experiences issues de plusieurs series repetees

au moins trois fois. La totalite (95%) des activites NAD+ et NADP+ malate

deshydrogenase de l'extrait brut est recuperee apres un gradient inverse de sulfate

d'ammonium. L'activite des isozymes de la matate deshydrogenase est tres stable d'une

experience ä 1'autre.

DOSAGES

Toutes les mesures photometriques sont faites ä l'aide d'un spectrophotometre
Unicam SP 1700, couple ä l'Unicam SP 1805, contröleur de programme. Les cinetiques
enzymatiques sont enregistrees sur Unicam AR 25 Linear.

PROTEINES

Nous utilisons la coloration au bleu de Coomassie (Bradford, 1976) ä l'aide du

reactif de Bio-Rad. Une aliquote de l'extrait (5 )il) est injecte dans 800 pi d'eau distillee,
puis 200 pi de reactif pur sont ajoutes. L'absorbance est mesuree ä 595 nm et une

courbe etalon est etablie avec de la BSA (serum albumine bovine).
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CHLOROPHYLLES

L'estimation est faite selon la methode de Bruinsma (1961). Les chlorophylles sont
estimees dans un extrait acetonique ä 80% (v/v) en mesurant l'absorbance ä 652 nm et
convertie par le coefficient de Bruinsma.

MALATE DESHYDROGENASE
L-MALATE NAD+ OXYDO-REDUCTASE

La procedure utilisee est celle de Deitzer et al. (1974). Dans une cuve en quartz
d'un ml sont ajoutes 800 |il de tampon phosphate 0,25 M (Na2HP04-KH2P04) ä pH 7,8;

puis 100 pi de NADH 2,7 mM et 100 pi de l'extrait enzymatique dilue ou non. On
enclenche la reaction par l'ajout de 100 pi d'acide oxalo-acetique 100 mM. La cinetique
d'oxydation du NADH est suivie ä 366 nm. L'activite de la MDH est exprimee en nmole
S. ml-1.min.1.

L-MALATE NADP+ OXYDO-REDUCTASE

La methode est similaire ä la precedente, le milieu de reaction contenant du

NADPH.

ENZYMES MARQUEURS

Le choix des indicateurs biochimiques pour les divers compartiments cellulaires:

cytosol, mitochondries, peroxysomes, chloroplastides correspond aux propositions de

P.H. Quail (1979). Cytosol: phosphoenolpyruvate carboxylase, selon Schnarren-
berger et al. (1980). Chloroplastes: chlorophylles selon Bruinsma, glyceraldehyde 3-

phosphate-deshydrogenase selon De Looze (1980). Mitochondries: cytochrome c

oxydase selon Wharton et Tzagoloff (1967), fumarase selon Hill et Bradshaw
(1969). Peroxysomes et glyoxysomes: catalase selon Aebi (1974) modifie par Eising et

Gerhardt (1986).

EXTRACTION ET SEPARATION DE LA MALATE DESHYDROGENASE

La procedure est celle de Bonzon et al. (1987) modifiee (Valat, 1992), ä partir d'l
g de feuilles congelees. La separation se fait en gradient inverse discontinu de sulfate

d'ammonium (King, 1972; De Looze et Wagner, 1983; Bonzon et al., 1987; Valat,
1992). Les fractions recueillies ä la sortie de la colonne de Celite sont analysees
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automatiquement sur un prototype Ismatec ASA modular system couple ä un

spectrophotometre Eppendorf PCP 6121 et contröle par un ordinateur ADDS Regent 100.

ISOLEMENT DES CHLOROPLASTES

On utilise le plan experimental propose par Simon (1985) et adapte de la methode
de Douce et Joyard (1979) et de Mourioux et Douce (1981). On utilise 100 g de

feuilles. La purification sur gradient autogenere de Percoll est proposee par Adam et

Rustin (1986). Les operations se deroulent ä 4°C (Valat, 1992).

ISOLEMENT DES PEROXYSOMES ET DES MITOCHONDRIES

La procedure de separation sur gradient discontinu de Percoll repose sur les

travaux de Schwitzguebel et Siegenthaler (1984). On utilise 100 g de feuilles
(Valat, 1992).

A chaque etape des aliquotes sont prelevees et utilisees pour les tests d'enzymes

marqueurs des differents compartiments isoles, ainsi que pour le dosage des proteines et
des chlorophylles.

PREPARATION DE LA FRACTION CYTOSOLIQUE

Apres la separation des mitochondries et des peroxysomes, on elimine par
centrifugation l'ensemble des organelles et debris contenus dans le filtrat. Le dernier

surnageant constitue une fraction enrichie en cytosol (Valat, 1992).
Une autre voie suivie consiste ä partir de protoplastes de feuilles d'epinard. La

methode utilisee est celle de Nishimura et Akazawa (1975) adaptee de Tabeke et al.
(1968). Le fractionnement des protoplastes a ete mis au point par Gardeström et
Wigge (1988) en utilisant le principe de filtration sur membranes developpe par Lilley
et al. (1982). La suspension est ensuite cassee et on separe les organelles ä travers un

jeu de membranes de differents pores. Le filtrat final correspond ä la fraction riche en

cytosol. Independemment des tests enzymatiques faits, un examen en microscopie
electronique a aussi ete realise sur les differentes fractions obtenues.

L'espace intercellulaire des feuilles a aussi ete analyse (Valat, 1992).
Par l'application de l'ensemble de ces techniques, un haut niveau de purification a

pu etre obtenu et 5 isozymes de la malate deshydrogenase ont pu etre separes et
identifies: un chloroplastique et NADPH dependant, deux cytosoliques NADH
dependants, un mitochondrial NADH dependant et un peroxysomal NADH dependant.
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RESULTATS

La capacite de La MDH NADPH dependante du chloroplaste, en jours courts (etat

vegetatif), evolue de maniere hemicircadienne (fig. 1). Le premier pic survient deux

heures apres le debut du jour, le deuxieme deux heures apres le debut de la nuit. Lors du

transfert inducteur en lumiere continue, on observe une tres forte augmentation de la

capacite de la MDH durant les quatre premieres heures, avec un maximum bien correle
ä la photoperiode critique. Un deuxieme pic apparait plus tard, 8 heures apres le

precedent maximum (fig. 1).

A. Enz. [nMol/min/ml/g Pds Fl

HEURES

Fig. 1.

Evolution de la capacity de l'activite enzymatique de la MDH NADPH dependante, extraite du

chloroplaste 'de feuille d'epinard en jours courts (etat vegetatif: trait continu) et lors du transfert
inducteur en lumiere continue (trait discontinu).

En lumiere continue des le semis, on observe, chez la plante adulte, une evolution

rythmique en libre cours. (fig. 2). Le transfert mime (MIT) montre que seul le deuxieme

pic observe lors de l'induction reelle, est de nature irreversible (fig. 3), suite ä l'induction
florale.

Les figures 4, 5 et 6 montrent revolution globale des MDH NADH dependantes. A
l'etat vegetatif (JC), la capacite enzymatique de ces isozymes augmente deux heures

apres le debut du jour puis diminue rapidement avec un minimum ä midi. Cette capacite

augmente legerement durant le debut de la nuit et un pic important apparait en fin de

nuit.
Lors du transfert de JC en LC, 1'evolution est du meme type, mais avec une avance

de phase de plus de 4 heures provoquee par l'effet photoperiodique et l'interaction avec

le chloroplaste. En lumiere continue, des le semis, on constate, chez les plantes adultes,
l'existence d'un rythme circadien en libre cours. Le transfert mime provoque une
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Fig. 2.

Capacite enzymatique de la MDH NADPH dependante en lumiere continue (plante adulte).

A. Enz.[nMol/min/ml/g Pds F]
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Fig. 3.

Capacite enzymatique de la MDH NADPH dependant de feuilles Indultes remises en jours courts (trait
continu) puis transferees en lumiere continue («induction» mimee trait discontinu).

stimulation de la capacite de la MDH NADH dependante plus forte que celle observee

lors de l'induction reelle, par contre le deuxieme pic est plus faible.
Si quelques modifications irreversibles dans le contröle de la MDH semblent

apparaitre lors de l'induction florale, l'effet photoperiodique per se est beaucoup plus

A. Enz.[nMol/min/ml/g Pds F]
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A.Enz.[nMol/min/ml/g Pds F](x10-3)

HEURES

Fig. 4.

Evolution de la capacite de Factivite enzymatique des MDH NADH dependantes extraites des feuilles
(2 isozymes du cytosol, I isozyme mitochondrial. 1 isozyme peroxysomal) de lepinard en jours courts

(etat v6getatif. trait continu). et lors du transfert inducteur en lumiere continue (trait discontinu).

A.Enz.[nMol/min/ml/g Pds Fl (x10-3)

HEURES

Fig. 5.

Capacite enzymatique des MDFI NADH dependantes en lumiere continue (plante adulte).

important. Cela ne signifte pas qu'il n'ait pu jouer un role dans lenergetique liee ä la

floraison.
Pour comprendre le transfert d'energie dans les divers compartiments cellulaires et

observer si, eventuellement, celui-ci est different ä l'etat vegetatif ou lors de l'induction
florale, nous avons suivi le transfert des equivalents reduits du chloroplaste dans le
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A.Enz.[nMol/min/ml/g Pds Fl (x10-3)

Fig 6

Capacite enzymatique des MDH NADH dependantes de feuilles Indultes remises en jours courts (trait
continu) puis transferees en lumiere continue («induction» mimee trait discontinu)
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Fig 7

Structure temporelle simplifiee des MDH NADP (triangle externe) et NADH dependantes (triangle
interne cytosol I, carre cytosol II, etoile mitochondne, rond peroxysome) concernant la position dans

le temps local des principaux maxima de l'activit£ enzymatique (capacity) en jours courts (6tat
veg6tatif), lors du transfert inducteur en lumiere continue, situation en lumiere continue des le semis ou
lors de la remise en jours courts (JC/2) dune plante induite, puis de son transfert en lumiere continue

(«induction» rrumee) Les signes vides correspondent ä des minima importants
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Fig. 8.

Schema representant en jours courts (etat vegetatif) la transduction de la puissance et du signal redox (via
le malate et les isozymes de la MDH) dans les differents compartiments ccllulaires. Activite importante
durant le jour en traits discontinus. En traits Continus (nuit) pleins: etapes importantes se distinguant par

une augmentation forte de la capacite enzymatique. Le temps correspond ä l'heure locale

cytosol, puis vers les mitochondries et les peroxysomes, toutes les deux heures (Valat,
1992). L'ensemble des resultats est resume dans les fig. 7, 8, 9. 10.

Nous constatons que la structure temporelle de la capacite des MDH est tres

differente en jours courts comparee ä la situation en lumiere continue ott les isozymes
ont des activites evoluant en libre cours, avec toutefois un couplage oblige entre
l'activite des isozymes cytosoliques et mitochondriales, lesquelles dependent du

chloroplaste pour l'approvisionnement en equivalents reduits via la navette malique.
Le couplage fort observe ä l'etat vegetatif, en jours courts, se maintient mais de

maniere differente, lors de l'induction florale. Le retour en jours courts d'un systeme
induit ne fait pas apparaitre la meme structure temporelle que celle observee ä l'etat

vegetatif; de meme le transfert mime ne permet pas de revenir ä la distribution
temporelle des activites observees lors de l'induction reelle.

Comment s'opere l'allumage energetique (transfert d'equivalents reduits) lors de

l'induction florale et ceci par rapport ä l'etat vegetatif (fig. 8, 9, 10)? Examinons, au

cours du temps, le sens d'action de la navette malique. Dans un premier temps, en jours
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Fig. 9.

Meme schema que la fig. 8, mais lors du transfert en lumiere continue (lere etape. accommodation) En

traits Continus (lumiere) pleins: phase importante quant ä son intensite (isozyme du cytosol I).

courts, il y a, en presence de lumiere, l'interconversion du NADPH/NADH, par le biais
de la navette du malate entre le chloroplaste (source du pouvoir reducteur primaire) et le

cytosol, puis vers le peroxysome et la mitochondrie. L'isozyme cytosolique II est

responsable de l'interaction via la navette malique avec la mitochondrie. L'activite
potentielle de la MDH est particulierement forte durant la nuit aussi bien dans la

mitochondrie que dans le peroxysome (cf. fig. 8).
Lors du transfert en lumiere continue (induction florale), on observe une redistribution

de l'activite des navettes, c'est-a-dire un fonctionnement different des voies

metaboliques associees aux compartiments analyses. On peut distinguer deux etapes,
l'une precoce au voisinage de la photoperiode critique (11 heures ± 1 de lumiere) et une

deuxieme plus tardive (16 ä 20 heures de lumiere) correspondant probablement ä la

stabilisation de l'etat flpral (les proteines specifiques nouvelles immunodetectables

apparaissent dans la feuille apres 16 heures de lumiere). Ce cheminement energetique et
aussi au titre de message (par l'effet sur les voies metaboliques) se definit ä travers deux
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Fig. 10

Idem fig. 9, mais correspond au deuxieme temps de 1'induction florale (adaptation). En traits Continus
(lumiere) pleins' augmentation importante de la capacite enzymatique. Le temps correspond ä l'heure locale.

composantes: la composante spatiale (compartiments subcellulaires: chloroplaste, cytosol,
mitochondrie, peroxysome) et la composante temporelle (fluctuations rythmiques, structure

temporelle des differents rythmes, phase generale d'accommodation-acclimatation
suivie dune phase d'adaptation-assimilation: stabilisation de l'etat floral).

II est bten connu que l'induction florale est habituellement accompagnee d'une

augmentation des sucres libres (Bernier et al., 1981). Chez l'epinard, le röle de la

charge energetique globale et de la charge redox catabolique, lors de la photoperiode
critique (debut de l'induction) a bien ete mis en evidence (Bonzon et al., 1981, 1983,

1985; Greppin et al. 1990, 1991). L'importance de l'activite de la MDH NADH
dependante I du cytosol confirme et renforce les deductions faites ä partir des travaux
precedents sur le röle de 1'energie au moment de l'induction florale. Cette transduction
redox peut constituer un signal metabolique vers la voie de la floraison.

Des 11 heures ± 1 de lumiere continue (transfert de JC en LC), il y a une forte
stimulation de l'activite MDH de l'isozyme cytosolique I puis II. L'activite liee ä la

mitochondrie est ralentie. Cette premiere phase d'accommodation photoperiodique est

reversible, (fig. 9). Lors du deuxieme temps, apres 14 heures ä 18 heures de lumiere
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continue, il y a forte activation des MDH des mitochondries et des peroxysomes.
L'isozyme du cytosol I joue toujours un röle preponderant (fig. 10).

CONCLUSION

Les resultats presentes montrent comment l'organisation temporelle des isozymes
de la MDH dans des feuilles ä l'etat vegetatif est transformee lors de l'induction ä fleunr

par voie photoperiodique, ceci pour aboutir ä un pattern caracteristique de l'etat floral.
Iis montrent, dans la sequence des evenements inducteurs, le röle important de

l'isozyme chloroplastique et de celui du cytosol I, et dans une moindre mesure du

cytosol II. Ceci doit contribuer ä l'augmentation de la charge redox catabolique des

pyridine-nucleotides.
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