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Evolution des protéines solubles acides des feuilles de l'épinard, à l'état
végétatif et floral

Alain Bault & Hubert Greppin

Résumé

BAULT, A. & H. GREPPIN (1976). Evolution des protéines solubles acides des
feuilles de l'épinard, à l'état végétatif et floral. Saussurea 7: 105-120.

Le mécanisme de synthèse du "stimulus floral" ne semble pas mettre en cause
la formation de protéines nouvelles. Tout est donc déjà en place dans la feuille
lors de l'induction photopériodique. Par contre, le méristème une fois évoqué
provoque en retour des modifications biochimiques dans la feuille, manifestant
ainsi l'entrée en développement floral de l'ensemble de la plante.

Abstract

BAULT, A. & H. GREPPIN (1976). Evolution of the acid, soluble proteins of
spinach leaves at the vegetative and floral stages. Saussurea 7: 105-120. In
French.

The mechanism of synthesis of the "floral stimulus" does not seem to require
the formation of new proteins. Everything is already present in the leaf-at the
photoperiodic induction. On the contrary, the meristem once evoked brings
about biochemical modifications in the leafs, showing in this way the start of
floral development of the whole plant.

Les différentes étapes du développement végétatif et floral d'une plante sont la
résultante de l'intégration spatio-temporelle de la multiplication, croissance et
différenciation cellulaires. Une caractéristique des cellules dans un organisme en
développement est la capacité d'acquérir ou de perdre des propriétés biochimiques et
structurales, elles-mêmes liées aux protéines; ces dernières, à travers la régulation
génique, étant une expression spécifique de la plante, il est apparu utile et nécessaire

d'examiner leur évolution chez l'épinard afin de le caractériser à l'état végétatif

et floral. Le changement d'état de la feuille peut se faire par voie physique
(action de l'augmentation de la photopériode: passage de jours courts de 8 heures
en jour continu) ou par voie chimique (actions de l'acide gibbérellique ou de l'acé-
tylcholine en jours courts de 8 heures). Le mécanisme de formation de l'état
induit dans la feuille, de même que la nature du "stimulus floral", sont encore
inconnus; ce dernier est certainement constitué d'un ensemble de facteurs
(électriques, chimiques, biochimiques, structuraux, rapport de phases d'éléments
fluctuant périodiquement, etc.) agissant de manière séquentielle sur des territoires
différents du méristème caulinaire à travers un flux interactif entre les différents
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106 SAUSSUREA

organes et parties de la plante. Une question fondamentale est de savoir si lors de
la fabrication du "stimulus floral", des protéines nouvelles sont engagées (Vince-
Prue, 1975): les avis sont partagés à ce sujet. Le présent travail vise à déterminer
ce qu'il en est chez l'épinard, et d'autre part à caractériser quelques étapes de la
vie de la plante.

Matériel et méthodes

Matériel végétal

Nous utilisons des épinards (Spinacia oleracea, var. Nobel) cultivés en phytotron,
sous lumière blanche (6000 lux, tubes Sylvania "lumière du jour"), à 20°C, sur
de la vermiculite arrosée avec une solution nutritive (équilibre N: 17, P: 19, K: 22);
l'humidité relative est de 80% en présence de lumière et de 50% la nuit.

Les différentes conditions expérimentales sont les suivantes:

— plantes de jours courts (8 h de lumière) âgées de 4 ou 5 semaines;

— plantes de jours courts transférées 48 h en jour continu, ce qui provoque l'induc¬
tion florale;

— plantes de jours courts transférées 120 h en jour continu;

— plantes de jours courts ayant subi 48 h ou plus généralement 120 h de traite¬
ment par l'acétylcholine ou l'acide gibbérellique (induction chimique);

— plantes de jours courts transférées 48 h ou plus généralement 120 h en jour
continu en présence de DCMU (inhibiteur de l'induction photopériodique);

— plantes de jour continu (9 et 6) âgées de 3 à 4 semaines;

— plantes de jour continu remises une semaine en jours courts.

Les traitements chimiques (gibbérelline, acétylcholine, DCMU) sont réalisés 3
fois par jour (8 h, 12 h, 16 h) par aspersion de la substance considérée à la concentration

de 10~* M, à raison de 5 ml par plante environ.

Récolte

A l'exception des feuilles cotylédonaires, toutes les feuilles saines de chaque
plante sont récoltées, le nombre de plantes par extrait étant voisin de 20 pour les

plantes de jours courts, réduit à 10 pour les plantes de jour continu qui sont beaucoup

plus grosses.

Extraction

Les feuilles sont broyées à 4°C, dans un mortier, avec une quantité à peu près
équivalente à leur poids du milieu suivant:
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saccharose

tampon tris-HCl pH 8.3

Mg Cl2

chlorhydrate de cystéine

0.75 M

0.15 M

0.003 M

0.018 M

Après filtration sur toile, l'extrait est centrifugé 15 min à 15 000 g. Le
surnageant contenant les protéines solubles est purifié et concentré 3 fois par absorption

sur gel Sephadex G 25, suivie d'une légère centrifugation, le Sephadex étant
retenu par un filtre à mi-hauteur dans chaque tube. L'extrait ainsi obtenu est
prêt pour l'électrophorèse des protéines acides, dont les résultats sont présentés
dans le présent article; celle des protéines basiques, toujours réalisée dans les
mêmes conditions, fera l'objet d'un article ultérieur.

Dosage des protéines

Il est réalisé par la méthode du "microbiuret" d'iTzkaki & Gill (1964), et
a permis de montrer que malgré l'énorme variation du poids de l'appareil foliaire
des plantes selon la catégorie de l'extrait (de 0.2 à 2.5 g/plante), la quantité de

protéines par g de feuilles (poids frais) est remarquablement constante (de 3.3 à

3.8 mg).

Electrophorèse des protéines acides

Elle est réalisée selon Davis (1964) à quelques modifications près (Bault,
1972). Les tubes ont une longueur de 7 cm, et contiennent à peu près 2.5 ml de

gel séparateur à 7% d'acrylamide. L'échantillon est incorporé dans le gel
d'empilage à raison de 15%, quantité nécessaire à l'obtention de 300 qg de protéines
par tube, ce qui donne la séparation optimale. L'électrophorèse est réalisée avec
un courant constant de 3 mA par tube.

Les gels obtenus sont appréciés quant au rf et à l'intensité de leurs bandes, de
deux manières:

— mesure directe du rf et appréciation comparative visuelle de l'intensité des bandes,

ceci pour tous les profils et toutes leurs bandes;

— densitométrie des gels, d'où une appréciation quantitative de la hauteur de la
plupart des pics représentant les bandes.

La presque nullité de la variation des rf a permis de calculer pour chaque bande
(26 en tout) une moyenne générale commune aux différentes catégories d'extraits.
Chaque condition expérimentale étant représentée par au moins 5 extraits, et
souvent beaucoup plus, il a pu être mis en évidence que, nonobstant d'importantes
variations quantitatives globales, un certain nombre de bandes ne variaient pas entre
elles, alors que d'autres variaient selon la catégorie d'extrait. Les profils et tableaux
présentés ont ainsi pu être réalisés. Une bande comprenant, en fait, plusieurs
protéines, les variations observées traduisent des modifications tant quantitatives que
qualitatives.

Réactions enzymatiques

Elles sont réalisées sur les gels, au sortir de l'électrophorèse.
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a) phosphatases "acides" et "alcalines" (ou plus précisément phosphatases fonc-
tionant en milieu acide ou en milieu alcalin)

Leur action sur l'a-naphtyl-phosphate en présence de Diazo Blue B à pH 5.1
(phosphatases "acides") ou à pH 9.5 (phosphatases "alcalines"), est réalisée selon la
méthode de Rudolph & Stahmann (1966).

b) estérases

Leur action sur l'a-naphtyl-acétate en présence de Fast-Blue RR à pH 7.4, est
réalisée selon Rudolph & Stahmann (1966).

c) peroxydases

La méthode de mise en évidence de la peroxydation du gaïacol et du pyro-
gallol (Bault, 1972) dérive de celle de Macko & al. (1967).

L'intensité des isoenzymes est appréciée visuellement (et comparativement, il
y a toujours des extraits de plusieurs catégories différentes simultanément), leur
rf est mesuré lors de la réaction. Afin de mieux situer les isoenzymes vis-à-vis des
autres protéines, les gels subissent ensuite la coloration et les mesures des profils
ordinaires de protéines.

Résultats

Protéines acides globales

Plantes de jours courts

Profil et densitogramme des protéines foliaires sont présentés à la figure 1. Les
26 bandes révélées ont été désignées, comme dans les travaux précédents (Bault,
1972, 1973a, 1973b) par les lettres de l'alphabet. La bande d est très importante
sur le plan quantitatif.

Le transfert en jours continus (induction photopériodique) se traduit tardivement

(après 48 à 120 h de lumière; l'évocation du mérsitème étant faite après 24 h
de lumière totale: Auderset, 1974) par un accroissement des bandes f-h-i-j-m-n-
o-p-q et par une diminution de l et sans doute de r. Aucune modification n'est
observée nettement en-dessous de 48 h de lumière, c'est-à-dire pendant la formation
du "stimulus floral". Le tableau 1 illustre ces résultats ainsi que l'effet de quelques
inducteurs chimiques tels que l'acétylcholine et l'acide gibbérellique. Un traitement
au DCMU (inhibiteur de la photosynthèse) empêche, à dose convenable, l'induction

photopériodique.

Plantes de jour continu

L'épinard est une plante dioïque fleurissant en jours longs; nous observons
(fig. 2 et tabl. 2) que les différences entre sexes sont faibles et peu nombreuses;
les plantes femelles présentent les bandes h-l-p-r un peu plus intenses. Les
différences avec les plantes de jours courts sont beaucoup plus marquées (tabl. 2).
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Le transfert des plantes de jour continu (fig. 2) en jours courts pendant une
semaine provoque l'augmentation de 9 bandes, dont les 7 qui étaient moins intenses

en jour continu par rapport à la situation en jours courts dès le début de
l'ontogenèse (fig. 1). Certaines bandes sont donc contrôlées par la photopériode
et ne traduisent pas l'acquisition des propriétés nouvelles associées au développement

reproducteur avancé (48 h de lumière et plus), ce qui serait au contraire le
cas de j.

Réactions enzymatiques

Phosphatases "acides"

Une douzaine de bandes (fig. 3) de couleur rouge, sont révélées sur le profil
protéinique des plantes de jours courts; 2 d'entre-elles (f et i) apparaissent
irrégulièrement. L'activité révélée en d, de couleur verdâtre, est un artéfact puisqu'elle
apparaît aussi bien en l'absence de substrat. Après 48 h de jour continu, et
surtout 120 h, l'activité de plusieurs bandes est augmentée (f-h-i-j-l-n-q). Après
traitement chimique, seul l'acide gibbérellique permet de retrouver l'équivalent de
l'effet de la lumière sur le développement.

Les profils en jour continu, dès le début de l'ontogenèse, sont assez différents
du système jours courts (fig. 4, tabl. 4). Des différences entre sexes sont visibles en
b, h et i, et ne sont pas affectées par le transfert en jours courts.

Le transfert de jour continu (plantes induites) en jours courts provoque
plusieurs modifications (tabl. 4) manifestant un rapprochement vers le système jours
courts (fig. 3) et donc liées à une régulation photopériodique stricte et indépendante

du processus reproducteur. Les autres modifications par rapport au système
jours courts ne sont pas affectées.

Phosphatases "alcalines "

Elles n'ont pu être observées que de façon occasionnelle, leur comportement
paraissant saisonnier.

Estérases

7 bandes sont constamment révélées (fig. 5, tabl. 5) dans le profil protéinique
des plantes de jours courts; après transfert de jours courts en jour continu (tabl. 5)
il y a légère augmentation en / et p et diminution en l et r. Les traitements chimiques

provoquent peu de variation de l'activité.
En jour continu (fig. 6, tabl. 6) les différences entre sexes sont importantes;

u et w sont plus intenses chez les femelles, f et r chez les mâles. Le transfert de

jour continu en jours courts voit s'accroître l et diminuer f, ce qui ramène l'intensité

de ces bandes à celles de jours courts (contrôle photopériodique indépendant
du développement).

Peroxydases

9 isoenzymes sont révélées (fig. 7) chez les plantes de jours courts et l'une d'elles
(f) montre une activité catalasique, comme chez beaucoup de matériels végétaux.
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Le transfert en jour continu fait augmenter 4 activités après 48 heures; mais après
120 heures nous voyons diminuer la plupart des isoenzymes (tabl. 7).

Chez les plantes placées en jour continu dès le début de l'ontogenèse (fig. 8,
tabl. 8) les isoenzymes sont moins nombreux (absence de i, u, x; et de d chez les
femelles), mais celles qui subsistent ont généralement une activité beaucoup plus
intense. Le transfert de jour continu en jours courts provoque un effet inverse de
celui décrit pour les autres enzymes, à savoir un non retour vers le profil de jours
courts. L'état floral de la plante semble avoir modifié définitivement leur
mécanisme de régulation (Penel & Greppin, 1975).

Conclusions

L'acquisition de l'état induit de la feuille (induction photopériodique) ne semble
pas nécessiter l'apparition de protéines nouvelles puisqu'il faut attendre 48 heures
de lumière pour observer des variations; or, en 24 h déjà, le "stimulus floral" a

atteint le méristème et provoqué l'évocation florale à laquelle fera suite, 20 heures
après,l'embryogenèse florale (Auderset, 1974; Auderset &. Greppin, 1977).
Ce résultat n'infirme pas celui obtenu par voie immunochimique (Balet &
Greppin, 1976). Lorsque le méristème est induit, il provoque en retour l'entrée
en développement floral de l'ensemble de la plante; l'apex fabrique la fleur, et les
feuilles traduisent ce nouvel état par des changements biochimiques observables
dès 48 heures de lumière. Certains de ces changements sont réversibles et ne dépendent

donc que de la photopériode et non du développement. L'acide gibbérellique
produit un meilleur développement que l'acétylcholine (moins de variations dans le

profil protéinique), ce qui est conforme à ce que l'on sait de l'effet de cette
dernière hormone sur le développement de l'épinard: l'évocation est créée, mais la
plante crève ensuite par brunissement des feuilles.
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