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Mise en évidence de deux types d'activité phosphatasique acide dans
le méristème caulinaire de l'Epinard

Guy Auderset & Hubert Greppin

Résumé

AUDERSET, G. & H. GREPPIN (1975). Mise^ en évidence de deux types
d'activité phosphatasique acide dans le méristème caulinaire de l'Epinard.
Saussurea 6: 259-269.

Une étude cytochimique ultrastructurale a été pratiquée sur des apex cauli-
naires de Spinacia oleracea. Elle a montré que les zones florales, présomptive

(centro-a{)icale) et exprimée (primordiums floraux) manifestent deux
types d'activité phosphatasique acide. La zone centro-apicale d'apex maintenus

en conditions photopériodiques défavorables à la floraison (jours courts);
manifeste une activité phosphatasique acide de type lysosomial; cette activité
dans les primordiums floraux en début de différenciation, se localise au niveau
de structure permettant de lui attribuer une signification métabolique différente.

Abstract

AUDERSET, G. & H. GREPPIN (1975). Demonstration of two types of acid
phosphatase activity in the stem meristem of spinach. Saussurea 6: 259-269.
In French.

An ultrastructural cytochemical study carried out on shoot apices of Spinacia
oleracea, has revealed two types of acid phosphatase activity in the floral
zones. The mid-apical (presumptive) zone of the stem kept under conditions
unfavourable to flowering (short days), shows the lysosomal type of activity.
This type has also been found in the zone of the developing floral primordia
where it is weaker than another type of phosphatase activity met with here
but localized to other cell structures, an activity which could be interpreted as
having a different metabolic signification.

Depuis les travaux de Van Fleet (1952), différents auteurs ont tenté d'établir

et de préciser les relations entre une activité enzymatique (phosphatasique,
par exemple) et le développement de différentes populations cellulaires.

Avers (1958) puis Avers & Grimm (1961), mettent en évidence, sur le

plan histochimique, une activité phosphatasique acide importante au niveau de

trichoblastes, destinés à évoluer ultérieurement en poils absorbants, alors même
que ces cellules sont encore incluses dans l'épiderme radiculaire.

Czernik & Avers (1964), utilisant différents substrats montrent que des

activités enzymatiques particulières sont associables à des types cellulaires méris-
tématiques selon la position de ces cellules dans le gradient de différenciation du
méristème radiculaire.

Au niveau du méristème caulinaire, des relations histochimiques précises entre
une activité phosphatasique acide et la différenciation cellulaire sont établies par
Fosket & Miksche (1966) ainsi que par Mia & Pathak (1968); ces
derniers s'intéressent plus particulièrement aux cellules procambiales et à leurs
dérivées. Le fait est donc clairement établi: des activités enzymatiques, en particu-
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lier phosphatasique acide, sont détectables, d'une manière très précoce, lors de la
différenciation de certains types cellulaires dont l'aspect est encore très méristé-
matique. De ce fait, on peut utiliser cette activité enzymatique, comme critère de
différenciation.

La microscopie électronique a permis, depuis quelques années, de préciser la
localisation intracellulaire des activités phosphatasiques acides. Différents tissus,
généralement en voie de différenciation, ont été utilisés:

- apex radiculaire (Poux, 1970; Coulomb, 1969; Dauwalder & ; al., 1969);

- tissus conducteurs (Arsanto, 1972; Catesson & Czaninski, 1967, 1968);

- tissus sécréteurs (Figier, 1968).

L'étude cytochimique ultrastructurale permet de préciser la nature des structures
cellulaires responsables de l'élaboration, de la distribution et de l'utilisation de la
charge phosphatasique acide (vois discussion).

Elle ne peut cependant pas toujours permettre de trancher en faveur d'une
fonction précise de l'activité phosphatasique acide démasquée: activité hydrola-
sique associée au compartiment lysosomial ou activité phosphatasique acide
concernant d'autres métabolismes (hydrates de carbone, transport de macromolécules,
etc.).

Dans un travail de routine, concernant l'évolution ultrastructurale de l'apex
caulinaire de l'Epinard, nous avons procédé à une étude cytochimique destinée à

mettre en évidence les activités phosphatasiques acides des différents territoires
apicaux.

Matériel et techniques

Des épinards variété Nobel, plantes de JL, sont prélevés dans les cellules du
phytotron du Laboratoire de physiologie végétale qui assurent des conditions
climatiques précises:

— humidité: 80%;

— température: 25°C;

— photopériode de 8 heures (tubes Sylvania Daylight 40); 4500 lux.

Sous ce régime lumineux, le méristème apical de la plante après un mois de

croissance végétative, aborde la phase intermédiaire des auteurs français (Lance,
1957) l'apex initie encore des feuilles, mais sa structure se transforme progressivement:

la zone centro-apicale, jusque là nettement différenciée en microscopie
optique, et relativement inactive, sur le plan mitotique, se dédifférencie progressivement,

et seule la microscopie électronique permet, à l'âge de 5 à 6 semaines, de

distinguer certains caractères nettement plus différenciés de cette zone (plastes,
mitochondries.
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Fig. 1. — Méristème radiculaire témoin.
a, l'activité phosphatasique acide est localisée dans des secteurs de deux dictyosomes (Dj et

D2). Elle se manifeste également au niveau d'une vacuole, x 14 000.
b, aspect détaillé d'un dictyosome montrant une activité positive au test de Gomori, loca¬

lisée d'une manière précise au niveau réticulaire périphérique du dictyosome. x 33.600.
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Fig. 2. — Méristème caulinaire et bourgeons floraux, topographie.
a, méristème caulinaire, phase végétative avancée. L'activité phosphatasique acide est localisée

au niveau vacuolaire des cellules de la zone centrale. Cette activité, encore modeste à ce
stade, est figurée par une frange de produit de réaction bordant généralement le tonoplaste.

x 7000.
b, méristème caulinaire, phase intermédiaire avancée. L'augmentation de l'activité phosphatasique

acide se traduit par une accumulation intravacuolaire du produit de réaction, sous
forme d'amas relativement important, x 6300.

c, bourgeon floral primaire. L'activité phosphatasique acide est faible ou inexistante au niveau
des vacuoles. On la remarque par contre en association avec des profils de reticulum endo-

plasmique (flèche), x 6300.
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Fig. 3. - Méristème caulinaire en jours courts prolongés, zone centrale,
a, coupe non contrastée montrant une forte activité phosphatasique acide au niveau de deux

vésicules d'accumulation, x 22 400.
b, particule analogue à un lysosome, positive au test de Gomori. x 14 000.

c et d, activité au niveau de dictyosomes. 14 000 et 22 400 x.
e et f, activité phosphatasique acide au niveau de vacuoles contenant des débris cytoplasmiques.

x 22 400.
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Fig. 4. - Bourgeons floraux,
a et b, activité phosphatasique acide au niveau des dictyosomes, des profils de réticulum endo-

plasmique et des plasmodesmes. x 22 400.
c et d, activité phosphatasique acide localisée sur des secteurs de réticulum endoplasmique et

de membranes nucléaires, de même qu'au niveau dé certains plasmodesmes. x 14 000.
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Fig. 5. - Activité phosphatasique inhibée par NaF à 10~4 M.
Aucun précipité n'est visible au niveau des vacuoles ou des cytoraembranes. Les précipités
observés dans le noyau (flèche) sont sans signification en ce qui concerne la phosphatase

acide, x 14 000.

Des apex sont prélevés à différents stades:

— phase végétative;

— début de la phase intermédiaire puis tous les trois jours pendant la 4e et la 5e

semaine qui suit le semis;

— d'autres apex, enfin, sont prélevés pendant les .jours qui suivent le transfert en
jour continu qui assure l'évocation florale.

Méthodes

Des apex sont disséqués sous loupe binoculaire puis fixés pendant deux heures
dans la glutaraldéhyde à 2.5%, tamponnée par le cacodylate 0.1 M. Après lavage
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dans le même tampon saccharosé (7%), les apex sont rapidement enrobés d'agar
tiède puis, après refroidissement de quelques minutes au frigidaire, ils sont débités
en coupe de 30 microns au moyen du sectionneur de tissus Sorvall TC-2 (Smith
& Farquhar, 1965).

Les coupes d'apex sont mises ensuite à incuber dans le milieu dérivé de celui de

Gomori, selon Miller & Palade (1964), pendant des temps que cette méthode
permet de ramener à une durée minimale, soit 15 à 20 minutes.

De cette manière une pénétration rapide du substrat-marqueur est assurée, tout
en évitant les artéfacts de diffusion enzymatique hors de ses sites d'actions. Les
études témoins sont de deux types:

1. Des tranches d'apex sont incubées en présence du milieu complet additionné
de NaF à 1CT4 M, inhibiteur de l'activité phosphatasique acide.

2. Des manipulations identiques sont en outre pratiquées sur des fragments d'apex
radiculaire, de manière à pouvoir comparer la validité de la méthode avec des

travaux de références (Dauwalder & al., 1969; Coulomb & al., 1972;
Poux, 1970).

Après post-fixation osmiée et déshydratation à l'acétone, les tranches d'apex
sont incluses dans l'Epon puis débitées en coupes ultra-fines. Les coupes ont été
contrastées généralement avec du citrate de plomb. Parfois, l'observation est
pratiquée sur du matériel non contrasté (voir légende des figures).

Résultats

Activité témoin au niveau du méristème radiculaire

Le marquage de l'activité enzymatique est extrêmement précis et conforme aux
images fournies par d'autres auteurs (Dauwalder & al., 1969): sur la figure la,
deux dictyosomes montrent une activité phosphatasique acide positive (Dl et D2);
une vacuole (V) est également positive. Noter l'absence de réaction au niveau des

profils de réticulum endoplasmique.
La figure lb montre une activité strictement localisée au niveau de certains

secteurs du dictyosome D.

Activité phosphatasique générale au niveau de la zone centrale du méristème
apical

L'activité, d'abord faible pendant la phase végétative, s'accentue au cours de
l'état intermédiaire. Des apex de 6 semaines en jours courts présentent une activité
importante au niveau de la plupart des dictyosomes (fig. 3c et d).

Certaines structures très positives manifestent un caractère identique aux
globules lipidiques ou aux sphérosomes, éléments dont l'ultrastructure seule permet
difficilement la distinction (fig. 3a et b).
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D'autres vacuoles, également positives au test de Gomori contiennent en plus
du produit de réaction, des débris membranaires (lysosomes secondaires), (fig. 3e
et f).

Activité phosphatasique acide générale au niveau de bourgeons floraux

Après le transfert des plantes en photopériode favorable à la floraison (jour
continu), nous retrouvons, au niveau des premiers primordiums floraux, une activité

phosphatasique acide plus étendue que celle enregistrée dans le compartiment

lysosomial, à savoir: profils de réticulum endoplasmique, secteurs de
membranes nucléaires et majorité des plasmodesmes (fig. 4).

Les rapports structuraux des cytomembranes de type nucléaire, golgien, ou
provenant du réticulum endoplasmique sont démontrés, depuis quelques années

(Morre & al., 1971): ces faits permettent de supposer qu'un comportement
identique quant à la charge enzymatique n'a rien de surprenant.

Discussion

Lors de l'examen de la localisation ultrastructurale de l'activité phosphatasique
acide, l'attention a surtout porté sur d'éventuelles structures analogues aux lysosomes

animaux.
L'existence de telles organelles, dans le cytoplasme végétal, n'est plus mise en

doute. Elles ont été isolées et testées, par voies biochimiques et cytochimiques
comme le démontrent les travaux de Gahan & McLean (1969), Matile (1968),
Coulomb (1969), Livingstone & al. (1969), Poux (1970).

L'activité phosphatasique acide est considérée comme un marqueur lysosomial;
on reconnaît les lieux de distribution: dictyosomes et vésicules golgiennes ainsi que
les sites d'utilisation: vacuoles riches en phosphatase acide, montrent souvent des

phénomènes de désagrégation d'éléments figurés du cytoplasme (vacuoles autolyti-
ques ou lysosomes secondaires).

La signification largement admise est celle d'une auto-digestion partielle,
contrôlée, alimentant le turn-over des éléments cytoplasmiques.

En dehors de ce compartiment "digestif', l'interprétation de l'activité
phosphatasique acide est encore très théorique : intervention par exemple dans le
métabolisme glucidique ou, dans l'anabolisme des graisses (Van Fleet, 1952; Gahan
& McLean, 1969).

Ces voies métaboliques sont supposées être importantes à certains stades critiques

de la différenciation et du développement.
Au niveau du méristème d'épinard, nos observations mettent en évidence une

activité phosphatasique acide importante dans la zone centrale. Il semble que le
système lysosomial soit surtout concerné (golgi, vésicules, vacuoles). Cette activité
paraît s'accentuer à mesure que se prolonge la phase intermédiaire (Lance, 1957;
NougarÈde & Bernier, 1964), c'est-à-dire la non-expression de cette zone
(méristème d'attente). Cette constatation est à première vue paradoxale : une haute
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activité phosphatasique acide générale est synonyme de stade précoce de la
différenciation. Or, justement, cette zone centrale à forte activité phosphatasique acide,
est inhibée dans sa différenciation par le régime photopériodique défavorable à la
floraison.

Nous avons montré que dans de telles conditions, cette zone peut mobiliser
un maximum de cytomembranes dans un but "lysosomial", y compris les systèmes
membranaires d'oridine mitochondriale (Auderset & Greppin, 1974).

Au niveau des primordiums floraux, jeunes bourgeons en croissance active,
l'activité phosphatasique acide du compartiment lysosomial existe mais se manifeste
faiblement en regard de celle que l'on peut mettre en évidence au niveau de
cytomembranes non lysosomiales: profils de réticulum endoplasmique, secteurs de
membranes nucléaires et plasmodesmes.

Cette localisation peut alors être interprétée comme étant l'expression d'une
activité métabolique, liée aux phénomènes de différenciation intense dont les

bourgeons sont le siège.
Le problème actuel consiste surtout à accorder une signification fonctionnelle

aux activités cytochimiques démasquées par le test de Gomori. Il semble donc que
notre matériel permette de distinguer deux voies d'activité phosphatasique acide:
l'une serait la manifestation du compartiment lysosomial, impliqué dans les
processus de turn over des molécules cytoplasmiques, l'autre, concernerait surtout
les phénomènes métaboliques intenses liés à la différenciation.

Une telle signification métabolique est envisagée par quelques auteurs, par
exemple lors du transport des assimilats (Sauter, 1966; Gahan & McLean,
1969; Catesson & Czaninski, 1968) ou lors de sécrétion intense (Figier,
1968).
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