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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 85 (4), 279—-287 (1975)

Analyse factorielle de I'ultrastructure du
chloroplaste d’épinard a I'état végétatif et floral.
II. Transfert en photopériode continue
(induction de la floraison)

Marc Bonzon, Roger Buis et Hubert Greppin

Laboratoire de Physiologie Végétale,
Université de Geneve

Manuscrit regu le 22 décembre 1975

Bien qu’un transfert de jours courts de 8 heures en photopériode continue constitue,
en quelque sorte, une ,agression écologique®, I’épinard, dont I’héméropeériode florale
critique est d’environ 11 heures, résiste trés bien a ce traitement et ne présente pas,
comme la tomate, des signes de chlorose (Descomps et Deroche 1973). Selon Auderset
(1974), durant les 40 premiéres heures de lumiére continue, le méristeme apical de
I'épinard subit des modifications ultrastructurales, notamment au niveau des appareils
transformateurs d’énergie (chloroplastes et mitochondries), qui constituent les premiers
signes de I’évocation florale (Evans 1969).

La feuille (siége de la perception du stimulus lumineux inducteur, Knott 1934),
informe donc tres rapidement le méristéme. A la suite de Greppin et al. (1973), Horwitz
et Horwitz (1974) ont émis ’hypothése que la feuille émet, en photopériode favorable,
un signal bioélectrique, transmis par les membranes, qui modifie I’état de polarisation
ou de conformation de certaines molécules et stimule ainsi les méristemes. Le phyto-
chrome et la photosynthése sont impliqués dans cette réaction (Greppin et Horwitz 1975).

La photosynthese, et par conséquent le chloroplaste, intervient dans les processus
d’évocation florale soit par son apport en charges électriques (Auslinder et Junge 1974;
Junge et Auslinder 1974; Fowler et Kok 1974), soit par son apport énergétique (Bavrina
et al. 1969; Schuster et Kandeler 1970; Sawhney et Cumming 1971; Imhoff 1973), soit,
enfin, par ses relations avec le phytochrome (Schneider et Stimson 1971, 1972; Greppin
et al. 1973; Greppin et Horwitz 1975). Cependant, rien n’indique, a priori, que 'ultra-
structure chloroplastique puisse donner une image de cette fonction particuliére. Il a
toutefois paru intéressant d’en rechercher une éventuelle manifestation, méme si elle
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s’exprime avec retard par rapport aux événements méristématiques. La difficulté

de cette entreprise est renforcée par le fait qu’il faut distinguer, dans un tel systéme
expérimental, ce qui revient a I’effet photopériodique (engendré par tout changement
de photopériode) de ce qui revient & I’effet inducteur.

Comme précédemment, nous avons utilisé ’analyse factorielle en composantes
principales. En gardant la méme démarche que celle adoptée pour le jour court, nous
allons rechercher les actions élémentaires dont témoignent les structures factorielles, et
les comparer entre elles au cours du temps. Les déformations du schéma factoriel établi
pour la photopériode courte seront considérées comme révélatrices des événements
ultrastructuraux les plus particulierement en dépendance (ou en interdépendance)
avec le prolongement de ’éclairement et I’instauration de I’état induit dans 'ultra-
structure chloroplastique.

Matériel et méthodes

L’épinard, cultivé dans les conditions décrites précédemment (Bonzon et al. 1975), est soumis a
un éclairement continu et suivi pendant 48 heures. Les heures inductrices sont comptées a partir de
la fin de la phase lumineuse du jour court.

Rappelons les 7 paramétres ultrastructuraux: 1: longueur, 2: largeur, 3: nombre de grana,

4: nombre de thylakoides par granum, 5: nombre de faisceaux intergranaires, 6: nombre de grains
amyliféres, 7: nombre de plastoglobuli.

Résultats

Nous allons examiner les modifications subies par les structures factorielles,
notamment au niveau des composantes précédemment interprétées en tant que facteur
de ,conformation®, facteur de ,structure en largeur et facteur ,granaire*.

A. Caracteristiques générales

Les résultats factoriels donnés au tableau I concernent I’analyse en composantes
principales du chloroplaste aprés 24 heures de lumiére continue. De méme que pour les
autres temps d’observation, I’extraction des trois premiéres composantes principales
permet d’expliquer un pourcentage de variance totale légérement supérieur a celui du jou:
court. Les structures factorielles correspondantes (fig. 1) mettent en évidence des
éléments essentiels déja vus: groupements de variables et antagonismes entre certaines
d’entre elles. Des différences se manifestent toutefois dans la nature des associations
et dans I'importance qu’elles occupent les unes par rapport aux autres. La lumiére contim
fait donc apparaitre un nouveau type d’interrelations entre les variables ultrastructurales.
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Fig.1:

Structures factorielles des 7 paramétres ultrastructuraux du chloroplaste d’épinard soumis
a des conditions d’évocation florale (photopériode continue). Seules les trois premiéres

composantes sont prises en considération.
1: longueur, 2: largeur, 3: nombre de grana, 4: nombre de thylakoides par granum,

5: nombre de faisceaux intergranaires, 6: nombre de grains d’amidon, 7: nombre de plastoglobuli.

a, b, c et d: respectivement aprés 16, 24, 40 et 48 heures de lumiére continue.




Tableau I:

Analyse factorielle en composantes principales d’un ensemble de 7 variables ultrastructurales
du chloroplaste d’épinard soumis a des conditions d’évocation florale (photopériode continue).
Matrices des corrélations et des saturations et communauté de chaque variable aprés 24 heures
de lumiére continue.

Matrice des correlations Composantes principales Communautes

1 2 3 4 5 [ 7 1 11 1 v v Vi Vil -1 LV I-v (B

1.000 -0.024 0.495 0.269 -0.027 0.309 0.240 -0.345 0.786 0.369 -0.197 0.107 -0.018 0.275 0.873 0912 0.923 0.924
1.000 0.373 -0.099 0611 0.481 0.063 0.682 0.539 0.212 0.117 -0.166 0.324 0231 0.801 0814 0.842 0,947

1.000 0.316 0.435 0.387 0.150 -0.761 -0.275 0.250 -0.198 -0.421 0.061 0.250 0.717 0.756 0.934 0.937

1.000 -0.203 0.237 -0.233 0.486 0416 0.216 -0.732 0082 0.041 0.023 0.456 0.992 0.998 1.000

1.000 0.555 0.045 -0.775 0.389 0.046 -0.008 0.023 0,490 -0.074 0.723 0.725 0.725 0.964

1.000 0016 -0.760 0.173 0.202 0.037 0.555 0.138 8 %) 0.648 0.650 0.958 0.997

1.000 <0.245 -0.479 0.746 0.324 0.131 -0.024 0.064 0.873 0.978 0.995 0.996

A

par composante il 22.4 13.1 10.5 78 5.3 3.2
somme 60.1 73.2 83.7 91.5 96.8 100.0

7 de varianee totale expliquée

Sil’on retient les trois premiers facteurs, les communautés (tableau I) présentent aussi
des changements par rapport au jour court, ou seules les variables du stroma avaient
systématiquement une certaine spécificité. Les 24 premiéres heures du transfert inducteu
font apparaitre une communauté faible (donc une spécificité) pour ’épaisseur des grana
(composante IV). Aprés 40 heures, c’est la largeur qui comporte un trés fort facteur
specifique. Enfin, 4 48 heures, I’épaisseur des grana est 4 nouveau caractérisée par la
composante IV qui lui est plus ou moins spécifique, tandis que I’amidon et les plasto-
globuli sont fortement saturés par la composante V qui induit un antagonisme entre ces
deux parametres stromatiques.

B. Structure factorielle du chloroplaste aprés le transfert inducteur
1. La forme du chloroplaste

L’antagonisme longueur-largeur, normalement maximum en fin de jour court, reste
tres fort jusqu’a 24 heures de lumiére continue. I1 disparait ensuite pour reparaitre un
peu atténué a 48 heures. Les plastoglobuli sont assez étroitement liés 2 la longueur
(sauf a 40 heures ou ce facteur de forme disparait).

Ce facteur de conformation évolue donc au cours du traitement inducteur par
I'intensité de ’antagonisme qui le caractérise. Comme en jours courts, I’évolution des
moyennes du contenu en amidon (fig. 3 in Bonzon et al. 1975) n’est pas synchrone
avec les fluctuations de cet antagonisme factoriel.

2. La structure en largeur

Le facteur dit de structure en largeur, caractérisé par I’opposition épaisseur des grana-
nombre de faisceaux intergranaires, se superpose, durant les 24 premiéres heures, avec
le facteur granaire (opposition nombre et épaisseur des grana).

Apres 40 heures de lumiére continile, le facteur de structure en largeur correspond
a la premiére composante principale et apparait avec une netteté extréme: les variables
4 et 5 sont situées a deux poles opposés de la structure factorielle. Concomitamment,
le facteur de forme disparait, longueur et largeur étant alors saturées avec le méme signe
par la deuxiéme composante.

282



Le maximum de ce facteur a 40 heures peut paraitre plus ou moins comparable au
maximum noté au milieu de la nuit du jour court. Toutefois, ce facteur de structure en
largeur n’est pas identique dans les deux cas en raison des variables accompagnant ou
non le pdle défini par la variable 4. Sa disparition a 48 heures, si nettement perceptible
a ’analyse factorielle, est le signe d’une importante modification des interrelations
ultrastructurales, obéissant a une cinétique particuliére. Cette affinité contraste
fortement avec les autres temps d’observation ot I’épaisseur des grana et le nombre
de faisceaux intergranaires sont antagoniques. Par rapport au jour court, ce fait constitue
une différence extrémement importante: c’est le signe d’une modification ultrastructurale
essentielle.

3. Les grana

L’opposition entre le nombre et I’épaisseur des grana fluctue relativement peu et
reste constamment observable. La lumiére continue n’influence donc que tres peu cet
antagonisme.

4. Le remplissage

L’amidon disparait presque totalement aprés 16 heures de lumiére continue, puis
augmente fortement pour atteindre une quantité supérieure a celle du jour court
(fig. 3 in Bonzon et al. 1975). Du point de vue factoriel, ’'amidon est associé, a 16 heures,
avec la longueur plutdt qu’avec la largeur. Les plastoglobuli, par contre, s’opposent plus
ou moins a la longueur a 24 heures. Il y a donc des inversions dans les associations
de ces variables par rapport au jour court. A 40 et 48 heures, les deux parameétres du
remplissage se trouvent bien saturés dans un facteur général (composante I), ce qui est
analogue a 12 heures en jour court,

Pour expliquer la disparition du facteur de structure en largeur a 48 heures, il faut
noter que le contenu en amidon atteint son maximum vers 40—48 heures, ce qui
devrait provoquer, semble-t-il, dés 40 heures un trés fort antagonisme entre I’épaisseur
des grana et le nombre des faisceaux intergranaires. Or, I’analyse factorielle montre
qu’il n’en est rien. A 40 heures, cet antagonisme est véritablement de nature granaire
et ne concerne donc pas I'amidon. La contrainte mécanique de ’accumulation des
granules amyliféres n’est donc pas explicative de ces phénomenes: la dissociation des
grana est soumise a une autre influence dont nos variables ne permettent pas d’identifier
la nature. Le fait essentiel est donc I’évolution distincte (tout au moins non-synchrone)
du remplissage amylifére et de I’antagonisme des deux variables ultrastructurales
explicatives de la largeur: ’épaisseur des grana et le nombre des faisceaux intergranaires.
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Conclusion

Les variations des structures factorielles engendrées par le transfert en lumiére
continue portent essentiellement sur les antagonismes longueur-largeur et épaisseur
des grana-nombre de faisceaux intergranaires. La cinétique particuliere de cette
derniére opposition est caractérisée, a 40 heures, par un maximum trés net qui en fait
I'événement d’autant plus marquant du changement de photopériode qu’il disparait
ensuite a 48 heures. Ce comportement singulier contraste avec celui du facteur granaire
qui ne subit que trés peu de variations. L’action de la lumiére influence donc trés
différemment la structure en largeur du chloroplaste et les grana proprement dits.

L’ensemble des structures factorielles aprés le transfert inducteur révele une
certaine cohérence si on les examine sous I’angle des variations rythmiques des anta-
gonismes. Il est bien clair que des changements se manifestent, tant dans la fréquence
que dans 'emplitude des rythmes observés en jours courts. La présence de facteurs
plus ou moins généraux sous cette derniére photopériode (2 12 heures de fagon
trés nette et a4 16 heures de fagon moins marquée) et aprés 40 et 48 heures de lumiére
continue est a signaler, bien que ne permettant pas de conclure quant 4 la nature
(endogéne ou exogéne) de ces fluctuations. Ceci montre que ’alternance des jours
et des nuits a une action trés forte sur la fréquence des rythmes. Il se pourrait aussi
que, en lumiére continue, seule une partie de la population chloroplastique examinée
continue 4 manifester une activité rythmée et que ce fait soit 4 ’origine de ’aspect
un peu diffus des structures factorielles aprés le transfert inducteur en lumiére
continue.

L’exagération de ces variations refléte a la fois le changement de traitement
lumineux et I'induction de la floraison. Le seul élément susceptible de révéler
instauration de I’état induit dans ['ultrastructure chloroplastique est I’exacerbation
de I’antagonisme entre I’épaisseur des grana et le nombre des faisceaux intergranaires
a 40 heures, puis sa disparition a 48 heures. Il serait intéressant de vérifier si cette
derniére est fugace ou si elle est durable, puisque 1’état d’induction irréversible
n’est en tout cas pas atteint a ce moment. Cette exagération peut paraitre un indice
assez mince, d’autant plus qu’elle se manifeste tardivement par rapport aux réactions
des chloroplastes contenus dans les méristémes, réactions qui se manifestent dés
la 16éme heures du transfert inducteur (Auderset 1974). Si notre critére ultra-
structural est valable, le retard entre les deux types de chloroplastes pourrait
s’expliquer par le fait que, dans les feuilles, ce sont des organites complétement
différenciés et fonctionnels et que leurs réactions tardives sont dues 4 la difficulté
de réorganisations des complexes membranaires qui constituent leur ultrastructure.

Il est aussi vraisemblable que ’expression de linstauration de I’état induit est
susceptible d’étre conter.ue dans la modification des variations rythmiques des
variables ultrastructurale -. En effet, le résultat le plus marquant de ces analyses
factorielles comparées ré:ide dans cette notion d’oscillations temporelles des relations
intra-chloroplastiques et I’effet majeur du traitement inducteur est d’entrainer une
modification profonde du régime intime de ces variations. Les fortes fluctuations
temporelles des antagonismes entre certains parameétres chloroplastiques, dont

on ne trouve pas la trace au niveau de I’évolution de leurs valeurs moyennes,
constituent une caractéristique, sans doute essentielle, du passage vers I’état induit.
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Résumé

L’analyse factorielle en composantes principales des sept paramétres ultra-
structuraux du chloroplaste d’épinard soumis & des conditions d’évocation florale
(photopériode continue) fait apparaitre un nouveau type d’interrelations entre
ces variables. Parmi les différences essentielles avec le schéma factoriel établi pour
le jour court, ce sont les antagonismes entre la longueur et la largeur et ceux entre
Pépaisseur des grana et le nombre des faisceaux intergranaires qui présentent les
caractéristiques les plus remarquables. En particulier, la cinétique d’évolution de ce
dernier antagonisme, représentatif du facteur de structure en largeur, permet de
mettre en évidence, aprés 40 heures de lumiére continue, un maximum trés net
de ce facteur, suivi de sa disparition 4 48 heures, ceci étant ’événement le plus
marquant du changement de photopériode. A 'opposé, le facteur de conformation
(antagonisme longueur-largeur) disparait & 40 heures et se manifeste a nouveau
3 48 heures. Le facteur granaire, par contre, ne présente que peu de variations.
L’expression de I’état induit dans 'ultrastructure chloroplastique se marque donc
par de fortes fluctuations temporelles des antagonismes factoriels; I’exagération
de ces variations rythmiques constitue, sans doute, une caractéristique essentielle
de I’instauration de I’état induit dans le chloroplaste.

Zusammenfassung

Faktorenanalyse der Ultrastruktur von Spinatchloroplasten im vegetativen
und blilhenden Stadium.
II. Ubertragung in Dauerlicht (Induktion des Bliihens).

Die Faktorenanalyse in Hauptkomponenten der sieben ultrastrukturalen Parameter
von Spinatchloroplasten unter Bedingungen der Blithinduktion (Dauerlicht) ldsst
einen neuen Typ von Beziehungen zwischen diesen Variablen erkennen. Die wesent-
lichsten Unterschiede gegeniiber dem Faktorenschema des Kurztages sind die Gegensitze
zwischen Linge und Breite der Chloroplasten und zwischen der Dicke der Grana und
der Zahl der Intergranalbiindel. Der zuletzt genannte Gegensatz zeigt nach 40 h
Dauerlicht ein deutliches Maximum und verschwindet nach 48 h wieder. Im Gegensatz
dazu verschwindet der Gegensatz zwischen Linge und Breite nach 40 h und tritt nach
48 h wieder auf. Der Grana-Faktor variiert nur wenig. Der Zustand der Blithinduktion
wird somit durch starke Verinderungen der Faktorengegensitze charakterisiert.
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Summary

Factor Analysis of Spinach Chloroplast Ultrastructure in Vegetative and Floral State.
II. Transfer into continuous Light (Induction of Flowering).

Factor analysis in principal components of seven ultrastructural parameters of
spinach chloroplasts submitted to floral evocation conditions (continuous light) show
a new pattern of interrelations between these variables. Among the differences with
the short day’s factorial scheme, the antagonisms between the length and the width
of the chloroplast, and between the grana thickness and the number of inter-granal
bundles are the most prominent. In particular, the kinetics of the transformation of
this latter antagonism show, after 40 hours of continuous light, a very sharp maximum
and disappears at 48 hours. This being the most important event subsequent to the
change of photoperiod. Contrary to this, the granal factor stays rather constant.

The expression of the evoked state in the chloroplast is therefore marked, in a
factorial sense, by strong temporal fluctuations in the antagonisms between variables.
These exaggerated rhythmic variations constitute the most striking caracteristic of
the establishment of the induced state in the chloroplasts’ ultrastructure.
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