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Extraction, identification et dosage des Sucres du petiole
de l'epinard {Spinacia oleracea cv. Nobel) pendant la
variation de photoperiode
Robert Degli Agosti et Hubert Greppin
Laboratoire de Physiologie vegetale, Universite de Geneve, Pavillon des Isotopes, CH-1211
Geneve 4, Suisse

Manuscrit accepte le 20 juillet 1987

Abstract

Degli Agosti R., and H. Greppin 1987. Extraction, identification and assay of sugars in
Spinach (Spinacia oleracea cv. Nobel) petioles during photoperiodic acclimation. Bot.
Helv. 97:329-340.

Glucose, fructose and sucrose are the main soluble sugars present in spinach petioles.

A rapid extraction method and a very sensitive (< 50 pmoles) assay are described.
The soluble sugars content increases during the light phase of the short day (8 h
light: 16 h dark) and decreases in darkness. If the length of a short day's light phase is
extended, the glucose and fructose level rises dramatically (580% and 900, respectively).
Sucrose and starch exhibit different stimulations.

Introduction

La lumiere, outre son effet nutritionnel via la photosynthese, est egalement une
source de signaux pour la plante. Ainsi, la croissance, la differentiation et le de-
veloppement peuvent etre controles par certaines longueurs d'ondes (rouge et rouge
lointain, par exemple) captees par un pigment specifique present chez les vegetaux: le
phytochrome (Smith 1975, Pratt 1979, Shropshire et Mohr 1983 a, par ex.). De nom-
breux processus physiologiques (phototropisme, mouvements foliaires, mouvements
des stomates, etc.) sont egalement controles par un pigment absorbant dans le bleu:
bleu/UV cryptochrome (Shropshire et Mohr 1983 b, lino et al. 1985). De meme, la du-
ree de 1'eclairement re5ue chaque jour (photoperiode) controle, chez certaines plantes,
la mise ä fleur (Vince-Prue 1975, Bernier et al. 1981, Halevy 1985). Ainsi, chez l'epinard
(plante de jour long), la floraison ne s'observe que si 1'eclairement journalier excede
une certaine valeur critique (11 heures, Parlevliet 1966, Greppin 1975).

L'induction de la floraison est habituellement accompagnee d'une augmentation
des Sucres libres dans la plante (Bernier et al. 1981, Bodson et Bernier 1985). Cu-
rieusement, peu de recherches ont jusqu'ä present, ete entreprises pour examiner en
detail ce qu'il peut advenir de ces substances pendant cette periode. Dans cet article
nous decrivons les methodes utilisees pour identifier et doser specifiquement les sucres
chez l'epinard. Nous presentons egalement les resultats du dosage de ces derniers lors
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330 Robert Degli Agosti et Hubert Greppin

du jour court et pendant la variation (allongement) de la photoperiode inductrice de la
floraison.

Materiel et methodes

Materiel

L'epinard (Spinacia oleracea c.v. Nobel), plante de jour long (Van Oorshoot 1960, Parlevliet
1986), est maintenu ä l'etat vegetatif, gräce ä une photoperiode de jour court, des le semis (8 heu-
res de lumiere et 16 heures d'obscurite). La lumiere s'enclenche des 08 h locale le matin et s'e-
teint ä 16 h. La germination et la croissance sont obtenues dans des enceintes climatisees (phy-
totrons) oü la temperature est maintenue constante ä 20°C±5°C, et l'humidite relative est de
70% (±5%) ä la lumiere et de 50% (±5%) ä l'obscurite. L'eclairement lumineux diffuse par des
tubes fluorescents (Sylvania «daylight» F40T12 de 40 watts) est de 6000 lux au niveau moyen des

feuilles, ce qui correspond ä une energie de 20,6 W/m2 (400-700 nm, Spectroradiometre ISCO).

Extraction

L'extraction des Sucres solubles s'effectue ä partir de plantes de 4 semaines, en introduisant
des segments (1 cm) de petioles de feuilles primaires dans des tubes en verre contenant de Fetha-
nol ä 80%. Le tube est ferme et soumis au bain-marie (100 °C) pendant 15-30 min.

Dosage des Sucres solubles totaux

Les extraits alcooliques sont partiellement purifies (elimination de la chlorophylle, des gly-
coflavono'ides, etc.) par filtration ä travers une precolonne SEP PAK C18 (Waters Associates, Inc.).

Les sucres solubles totaux sont alors doses au moyen de l'anthrone (Yemm et Willis 1954).
L'absorption de la couleur qui se developpe est immediatement lue au spectrophotometre
(SP 1700 Ultraviolet Spectrophotometer, Phillips, Pye Unicam) ä 630 nm et convertie en equi-
lavent de glucose (umole) gräce ä une droite d'etalonnage etablie avec du glucose pur.

Chromatographie en couche mince (C.C.M.)

La C.C.M. des sucres a ete faite comme decrit par Gauch et al. (1979). L'extrait alcoolique est

delicatement depose sur une plaque d'aluminium recouverte de silica gel 60 (Merck, art. 5533).
Celle-ci est placee dans un cuve ä Chromatographie Cammag. La phase mobile est un melange
d'acetonitrile/eau (85/15 V/V). La revelation des sucres se fait gräce ä un reactif ä base de thymol
(0,5 g de thymol dans 95 ml d'ethanol 95%+ 5 ml d'H2S04 conc. p.a.), par vaporisation sur le
chromatogramme seche. L'apparition de täches colorees (rose-violet, suivant la nature du sucre) a

heu dans une etuve ä 120 °C pendant 5 ä 10 minutes.

Chromatographie liquide ä hautepression (H.P.L.C.)

Les analyses des Sucres par H.P.L.C. ont ete realisees sur un appareillage de Tecator (5913
liquid Chromatograph) equipe d'un detecteur de refraction interferentiel ä haute precision (5902
interference refractometer). Les conditions de Chromatographie sont les suivantes: colonne nu-
cleosil-NH2 (125x4mm, 5 pm); phase mobile: acetonitrile/eau (75/25 V/V); flux: 0.9 ml/min;
temperature: 23 °C; volume d'injection: 40 gl.

L'echantillon (extrait de petioles d'epinard, 0,8 g poids frais: P.F., dans 8 ml d'ethanol 80%)
est evapore ä sec au rotavapor, puis repris par de l'eau. La chlorophylle est eliminee par passage
sur une colonne SEP PAK C18. A nouveau evapore ä sec ä 70 °C, l'extrait est dissout dans de

l'eau, puis dans l'acetonitrile (conc. finale 75%) avant d'etre injecte.

Dosage du glucose et du fructose

La mesure specifique du glucose dans l'extrait alcoolique s'effectue au moyen d'une technique
enzymatique utilisant l'hexokinase (HK, Boehringer Mannheim) et la glucose 6-P-deshydrogenase
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(G6PDH, Boehrmger Mannheim) selon le principe suivant (Bergmeyer et al 1974)

1 hexose + ATP HK> hexose-6-P + ADP (hexose glucose, fructose, etc)
2 glucose-6-P + NADP+ g6pdh

* gluconate-6P + NADPH + H+

La fluorescence due ä l'augmentation du cofacteur NADPH est mesuree par un spec-
trofluorimetre (Aminco-Bowmann Spectrofluonmeter equipe d'un photon-counter Ammco) apres
lecture des valeurs sur un enregistreuer (Lmear recorder, Lmear Instr Corp.). La longueur d'onde
d'excitation est de 340 nm et celle d'emission de 480 nm

Le dosage du fructose (Bernt et Bergmeyer 1974) est realise aprfes celui du glucose au moyen
de l'adjonction dans le meme milieu reactionnel de l'enzyme phosphoglucose isomerase (PGI,
Boehrmger Mannheim) qui catalyse la reaction suivante.

3 fructose-6-P -pGT* glucose-6-P

Le milieu de reaction pour la mesure par fluorescence est le suivant: au tampon (TRIS-HC1
0,05 M, MgCl2 2 mM ä pH 8,1, ATP 0,3 mM, NADP+ 0,05 mM), qui contient l'enzyme G6PDH
(0,7 U/ml) est ajoute l'extrait ä doser. La fluorescence endogene est mesuree (zero) et les reactions
enclenchees par l'adjonction de l'HK (conc., 3,5 U/ml). Dans les conditions le dosage se termme
apres 3 a 5 min Le fructose peut alors etre detecte dans la meme cuvette en ajoutant la PGI
(3,5 U/ml concentration finale: c f.)

La quantite de glucose et de fructose est calculee gräce ä une droite d'etalonnage de la
fluorescence (fig. 1).

Tout le glucose des petioles est solubilise lors de la premiere extraction. On n'observe aucune
difference dans la quantite de glucose dosee si l'on utilise une extraction ä froid (broyage au potter
0-2 °C) Enfin, l'adjonction d'une quantite connue de glucose avant l'extraction se retrouve au
dosage, ce qui montre qu'il n'y a pas degradation de ce Sucre dans le milieu utilise

Dosage du saccharose

La mesure du saccharose s'effectue par dosage du glucose produit apres action de l'invertase,
ä pH acide, sur le saccharose

H20 + saccharose mvertase' glucose + fructose

Le glucose (et fructose) present dans l'extrait interfere avec ce test. II se revele done
indispensable de detruire ces hexoses avant de doser le saccharose Ceci se realise au moyen d'une
incubation dans un milieu fortement alcalin oü les sucres reducteurs (glucose, fructose) sont tres
mstables par rapport aux sucres non reducteurs tels que le saccharose (van Handel 1968)

La figure 2 montre la destruction du glucose dans une solution de NaOH 0,1 M et le dosage
correct du saccharose qui y est lie La procedure finalement adoptee tient compte des variations de
pH necesaires et est la suivante' l'extrait alcoolique est evapore ä sec (95 °C), du NaOH 0,1 M est

ajoute avec une incubation ä 95 °C pendant 5 min L'invertase (/3-fructosidase, Boehrmger Mannheim,

c f 50 U/ml) dissoute dans un tampon Na-acetate (0,1 M, pH 4,5) est ajoutee Apres 20 min
a temperature ambiante l'hydrolyse du saccharose est totale Le pH est ensuite reajuste ä 8,1 avec
du TRIS 2 M Le glucose produit etant dose suivant la procedure decrite precedemment. L'e-
talonnage de la fluorescence suivant cette methode donne les meme resultats que ceux de la
figure 1 Dans tous les cas testes la production de glucose est equimolaire ä celle du fructose.
L'adjonction d'une quantite connue de saccharose avant l'extraction se retrouve totalement au dosage
dans ces conditions

Dosage de l'amidon

Le principe du dosage est fonde sur l'hydrolyse enzymatique de l'amidon par l'a-
myloglucosidase (AG) qui hbere quantitativement du glucose:

amidon + nH20 AG ' n glucoses



Glucose (•) ou fructose (o) [nmoles]

Fig. 1. Courbe d'etalonnage de la fluorescence due au NADPH et correspondant au glucose (•) et

au fructose (o).

0 5 10 15 20

Temps ä 95°C dans 0. IM NaOH [min]
Fig. 2. Dosage du saccharose (o) et destruction du glucose (•) dans un melange de glc/sac¬

charose de 4/1. Le niveau de saccharose theorique est represente en traits interrompus.
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Cette hydrolyse se deroule en milieu acide (pH 4,5) et est tres specifique sur des extraits
heterogenes pour autant que TAG soit exempte d'activite /?-glucanase qui hydrolyse le callose et la
cellulose (MacRae 1971). Jones (1979) a examine la purete de differentes preparations commer-
ciales disponibles, dont une seule (glucoamylase de Rhizopus niveus, Rh. delemar, Miles
Laboratories, Ltd.) s'est averee adequate.

La procedure utilisee est la suivante: les tissus sont epuises en glucose par 3 extractions suc-
cessives (ethanol 80%, ä chaud), pour eviter toute contamination par du glucose soluble. L'amidon
est gelatinise (solubilisation) dans ces tissus par incubation au bain-marie (100°C) pendant 1 heu-
re (tampon Na-acetate 0,05 M, pH 4,5). Le broyage s'effectue alors au potter dans le meme tampon

en ajoutant l'AG (c.f. 0,033 mg/ml, Miles Lab. Ltd.) et de l'azide (NaAzide, c.f. 0,015%) pour
prevenir la croissance de bacteries. Les echantillons sont incubes ä 40 °C pendant 16 heures. Le
glucose libere est ensuite dose au fluorimetre. L'hydrolyse est tres complete, car l'adjonction d'une
solution d'iode (2 g KI, 1 g I2 dans 300 ml d'eau) ne donne aucune coloration (examen micro-
scopique).

Resultats

En jour court, la teneur des sucres solubles totaux du petiole de 1'epinard augmente
pendant la phase lumineuse et diminue ä l'obscurite (fig. 3). Le prolongement de la
phase lumineuse des 16 heures de l'apres-midi (traitement appele transfert) se traduit
par une augmentation marquee. On observe en effet que sur un intervalle de temps
identique (8 heures) l'augmentation entre 16 et 24 heures est pratiquement le double de
celle entre 08 et 16 heures (fig. 3).

L'analyse par C.C.M. des extraits ä 16 heures et k 24 heures, lors d'un transfert,
montre qu'il n'y a pas de variation qualitative, mais qu'il s'agit bien d'une aug-
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08 16 24 08

Temps [heures locales]
Fig. 3. Evolution des sucres solubles totaux dans le petiole de l'6pinard en jour court (•) et lors

du transfert en lumiere continue (o). Plantes ägees de 4 semaines.
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mentation quantitative (fig. 4). La C.C.M. indique d'autre part que les principaux
Sucres solubles presents sont le glucose, le fructose et le saccharose (fig. 4).

L'identification est fondee sur les Rg (distance de migration de x/distance de
migration du glucose) et sur une analyse enzymatique (fig. 4): l'extrait ä 16 heures (spot
no. 3) traite par de l'invertase (20 °C, 5 min, 150 U/ml) fait disparaitre la täche cor-
respondant au saccharose au profit de celle du glucose et du fructose (spot no. 4). On
observe le meme resultat si l'on traite un extrait de plantes transferees (spot no. 5) avec
le meme enzyme (spot no. 6).

Si l'on traite l'echantillon du spot no. 5 avec une solution contenant de l'ATP et de
l'HK (TRIS 0,01 M, 2 mM MgCl2, 2 mM ATP pH 8,1, HK 13 U/ml, 10 min, 20°C). Le
fructose et le glucose sont phosphoryles en fructose 6-P et glucose 6-P alors que le
saccharose reste inchange (spot no. 7).

De plus, l'examen des produits d'hydrolyse par l'invertase d'un extrait de cette
plante, laisse apparaitre, apres dosage enzymatique, une quantite egale de glucose et de
fructose, confirmant ainsi la presence de saccharose.

rha O

F6P+
G6P

sac O O O O

1CT) 2CT) 3 4 5 6 7 8 9

Fig. 4. C.C.M. d'extraits ä l'ethanol 80% de
petioles d'epinard. (1): sucres temoins, dans
l'ordre ascendant: saccharose (sac), glucose
(glc), fructose (frc) et rhamnose (rha). (2):
glucose-6-phosphate (G6P) et fructose-
6-phosphate (F6P) dans un tampon TRIS
0,01 M. (3): extrait ä 16 h. (4): le meme
extrait traite ä l'invertase. (5): extrait de
plantes transferees. (6): le meme extrait
traite avec de l'invertase. (7): extrait no. 5

traite avec une solution contenant de l'ATP
et de l'HK. (8): temoin invertase sans extra-
it. (9): temoin HK sans extrait. Noter que
les täches en pointilles representent des
colorations moins intenses que les traits

pleins.
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La nature des sucres libres chez l'epinard est confirmee par HPLC (fig. 5 A-B). Bien
que de nombreuses autres substances soient presentes, et que la methode de detection
ne soit pas assez selective (indice de refraction), il est possible d'identifier tres spe-
cifiquement la nature des substances variant lors d'un transfert en lumiere continue, en
calculant le rapport des indices de refraction de chromatogrammes des plantes
transferees (T22) ä l'indice de Celles de 16 heures (JC 16) considerees comme reference
(fig. 6). II est ainsi possible de montrer que seuls les pics correspondant au fructose, au
glucose et au saccharose, identifies au moyen des temps de retention respectifs, ont va-
rie quantitativement. Qualitativement aucune difference n'est observable dans ces
chromatographies. L'augmentation durant le transfert, calculee sur la base du
chromatogramme standard et relativement ä 16 heures, est de 66% pour le saccharose,
333% pour le fructose et 507% pour le glucose. Ces variations sont considerables.

Les resultats des analyses enzymatiques sont representes dans la figure 7. En jour
court la teneur de tous les sucres examines chez le petiole de l'epinard augmente pendant

la lumiere et diminue ä l'obscurite.
Le transfert photoperiodique provoque des augmentations tres brusques et spec-

taculaires du glucose et du fructose. En revanche le saccharose et l'amidon semblent
augmenter plus regulierement. En effet, si Ton compare la teneur des sucres pour une
meme duree de temps (8 heures) mais sur la periode de 16 ä 24 heures comparee ä celle
de 08 ä 16 heures, on obtient, en transfert, les augmentations suivantes: glucose: 580%,
fructose: 900%, saccharose: 120% et amidon: 130%. A titre de comparaison
l'augmentation des sucres totaux, lors d'un transfert (fig. 3), suivant le meme rapport est de
210%. Autrement dit, entre 16 et 20 heures la teneur en glucose augmente 5,8 fois plus
qu'entre 08 et 16 heures, il en est de meme pour le fructose (9x). Le saccharose (1,2 X),
l'amidon (1,3 X) et les sucres totaux (2,1 X) evoluent plus lentement.

Conclusion

L'extraction des sucres solubles, par l'ethanol 80% ä chaud permet, de par sa
simplicity, d'obtenir facilement un grand nombre d'echantillons stables et possede done un
interet methodologique certain. II en va de meme pour le dosage enzymatique dont la
sensibilite pour le glucose et le fructose atteint aisement 50 pmoles. Le dosage du
saccharose necessite la destruction prealable du glucose et du fructose.

Le dosage ä l'anthrone donne une mesure globale des sucres, toutefois des
variations considerables de quelques sucres peuvet etre masquees par la presence d'autres
molecules reagissant ä l'anthrone et presentes en plus grande quäntite.

Du point de vue biologique les resultats indiquent que chez l'epinard, les sucres
solubles totaux s'accumulent en presence de lumiere et diminuent ä l'obscurite. Cette dy-
namique est en harmonie avec les fonctions de la photosynthese, processus dependant
de la lumiere et qui, grace ä cette derniere assure la fixation du carbone atmospherique
dans des molecules stables telles les sucres. Cette fluctuation journaliere des sucres
solubles a dejä ete observee (Kakie et Sugizaki 1970, Sicher et al. 1984, par ex.). Ce-
pendant, tres peu de chercheurs se sont interesses ä suivre en detail la cinetique des
sucres immediatement lors du transfert photoperiodique. Seul Bodson (1977) a entrepris
une telle recherche chez la moutarde (plante de jour long), mais en n'examinant que les
sucres solubles totaux et l'amidon. Cet auteur s'est limite ä constater que «... le conte-
nu des sucres solubles et de l'amidon (dans les feuilles) augmente des la prolongation
de la phase lumineuse ...» (par rapport ä l'obscurite), et plus loin «... ces aug-
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10 1.5

temps(min)

Fig. 5. Chromatogramms (HPLC) d'extraits de petioles d'epinard. A: extrait de jour court ä 16
heures (JC 16). B: extrait de transfert ä 22 h (T22, 6 heures de lumiere supplementaire). Noter la

difference d'echelle entre A et B.
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Fig. 6. Rapport des indices de refraction du chromatogramme d'extrait de petioles d'epinard ä 22

heures (transfert) ä celui de 16 heures (jour court). (1): fructose. (2): glucose. (3): saccharose.

mentations ne sont pas surprenantes, car la duree journaliere de lumiere photo-
synthetique a ete considerablement etendue.» Toutefois lorsqu'on examine ces donnees
plus en detail (Degli Agosti 1985), on observe aussi une augmentation brusque vers 16
heures de lumiere totale re§ue.

Ces resultats vont done dans le meme sens que ceux obtenus dans le petiole et la
feuille (Degli Agosti 1985) de l'epinard lors d'un transfert: ä savoir, une elevation du
contenu en sucres solubles totaux aux environs de la photoperiode critique, un peu su-
perieure ä celle ä laquelle il serait vraisemblable de s'attendre sur la base d'une
production plus ou moins lineaire due au fonctionnement de la photosynthese, et done, a

priori, lineaire ou saturant pour les sucres. En fait, ä partir d'une periode critique
cette evolution presente un brusque changement de pente.

Les techniques de Chromatographie en couche mince et d'HPLC ont mis en
evidence, chez l'epinard la presence de 3 sucres solubles libres: le saccharose, le glucose et
le fructose. Leur evolution pendant le jour court montre une fluctuation typique de-
pendante de la lumiere et qui est semblable ä celle qui est normalement decrite dans la
litterature (Chatterton et Silvius 1979, Gordon et al. 1982, Delrot et al. 1983, Rufty
et al. 1983, Huber et al. 1984, Robinson 1984, Sicher et al. 1984). A l'exception de Del-
rot et al. (1983), Rufty et al. (1983) et Sicher et al. (1984), tous les autres auteurs cites
ont examine des plantes maintenues dans differentes photoperiodes (jour court, in-
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Fig 7 Evolution de la teneur en differents Sucres chez le petiole de l'epinard soumis ä une al-
ternance de jour court (JC, •) et lors du transfert (T, o)

termediaire et jour long), mats aucun n'a suivi en detail la dynamique des differents
Sucres lors de l'allongement meme de cette photoperiode (Degli Agosti 1985)

Les resultats presentes montrent clairement que le glucose et le fructose (sucres me-
taboliques) augmentent tres brusquement dans le petiole de l'epinard en transfert au-
delä de 16 heures En revanche, les sucres de transport (saccharose) et de reserve (ami-
don) ne presentent pas un tel phenomene

Nous remercions tres vivement M R Burer de Instrumenten-Gesellschaft pour l'analyse des
sucres par HPLC et Mme J Kroese pour son aide technique
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Resume

Les principaux sucres solubles presents dans les petioles d'epinard sont le glucose,
le fructose et le saccharose. Une technique d'extraction rapide et une methode en-
zymatique tres sensible (< 50 pmoles) a permis de les doser specifiquement. Leur te-
neur augmente pendant la phase lumineuse du jour court (8 h de lumiere: 16 h obs-
curite), puis diminue ä l'obscurite. Lorsque la phase lumineuse est prolongee, on
observe une augmentation spectaculaire des sucres metaboliques tels que le glucose (580%)
et le fructose (900%). En revanche, le saccharose et l'amidon semblent augmenter re-
gulierement.
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