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Effets de la castration sur les peroxydases de I’épinard

FELICIEN KAREGE, CLAUDE PENEL & HUBERT GREPPIN

Résumé

KAREGE, F., C. PENEL & H. GREPPIN (1978). Effets de la castration sur les
peroxydases de ’épinard. Saussurea 9: 57-63.

L’activité peroxydasique des feuilles d’épinard (Spinacia oleracea) augmente durant
la floraison et le vieillissement de la plante. L’ablation des organes reproducteurs
(pistils et étamines) prolonge de facon significative la durée de vie des plantes
miles ou femelles et parallelement ralentit 'augmentation de l’activité peroxy-
damque des plantes sénescentes.

Les électrophoréses sur gel d’amidon montrent que I’activité de la plupart des
isoperoxydases est affaiblie, voire supprimée par la castration des plantes.

Abstract

KAREGE,F.,C.PENEL & H. GREPPIN (1978). Effects of castration on peroxidases
of spinach. Saussurea 9: 57-63. In French.

Peroxidase activity of spinach leaves (Spinacia oleracea) increases during flower-
ing and aging. The removal of pistils (or stamens) prolongs the life of male or
female plants and parallelly, it reduces the increase of peroxidase activity.

Starch gel electrophoresis shows that most of the isoperoxidases activity is
reduced, even suppressed by the castration.

Introduction

LEoPoLD & al. (1959) ont observé que des plantes castrées vivent plus long-
temps que leurs témoins non castrés, la simple ablation des organes floraux de la
plante (étamines et pistils) ralentissant considérablement le vieillissement général
du végétal.

Objet de nombreux travaux et de plusieurs controverses (cf. thése de FREDJ,
1977), le vieillissement, de par sa complexité, est 4 ’heure actuelle un phénoméne
physiologique difficile & cerner, bien que le résultat final soit nettement caractéri-
sable, 4 savoir: la mort de I’individu.

Plusieurs auteurs ont rapporté que le vieillissement implique une profonde
détérioration de la vitesse de croissance de la plante et de ses activités biosyn-
thétiques (VIGNES & CALMES, 1975; FREDJ, 1977; BoNisoLLl & GORIN,
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1977; KAR & MisHRA, 1977). Dans un travail antérieur, réalisé sur des extraits
protéiques foliaires de I’épinard, nous avons observé que I’activité d’une enzyme,
la peroxydase, diminue pendant la phase végétative de la plante puis dés I'induc-
tion florale augmente progressivement au fur et 4 mesure du développement
(KAREGE & al., 1977).

Nous allons examiner ce qui se passe lors du ralentissement du vieillissement
provoqué par la castration.

Matériel et méthodes

Nous avons utilisé des épinards sélectionnés (Spinacia oleracea, var. Nobel)
dont les conditions de culture ont été décrites dans un travail antérieur (PENEL,
1974). Aprés 3 semaines de culture en lumiére blanche continue, les plantes fleu-
rissent, en premier lieu les males, puis les femelles 3 & 6 jours plus tard (ROSSIER,
1975).

Procédure de la castration
A T’aide de petits ciseaux fins nous avons coupé, dés leur apparition macroscopi-

que, les organes sexuels de la plante (étamines pour les pieds males, pistils pour les
pieds femelles). La castration chez les miles se fait par simple décapitation de
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Fig. 1A. — Effet de la castration sur I’activité peroxydasique totale des plantes males (22 paire
de feuilles). NC = plantes non castrées; C = plantes castrées. Chaque point est la moyenne de
4 dosages.

Fig. 1B. — Effet de la castration sur Pactivité peroxydasique totale des plantes femelles
(2€ paire de feuilles). NC = plantes non castrées; C = plantes castrées. Chaque point est la
moyenne de 4 dosages.
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I'apex floral (les fleurs étant groupées au sommet), provoquant ainsi la suppres-
sion de la dominance apicale. Chez les plantes femelles, la castration est d’autant
plus délicate que les pistils sont trés fins. La vérification et le maintien de ’état
castré a lieu tous les deux jours chez les mailes, et quotidiennement chez les
femelles.

Extraction et dosage

L’extraction des peroxydases des feuilles, débute 3 jours aprés la premicére
castration et est poursuivie jusqu’au 9¢ jour. A ce moment les plantes femelles
non castrées sont toutes fécondées; dés lors nous avons arrété nos analyses. Le
dépérissement rapide (aprés une semaine) des plantes maéles non castrées justifie,
nous semble-t-il, ’arrét des analyses. Les paires de feuilles utilisées sont les trois
plus dgées (1, 2, 3; ordre décroissant d’dge sur la plante). L’extraction est faite a
'aide de tampon phosphate 0.1 M (pH = 7) dans un mortier froid (4°C) en
présence de polyvinylpyrrolidone insoluble (Polyclar AT). Nous avons filtré sur
toile de nylon puis centrifugé a4 10 000 g pendant 10 min; le surnageant est ensuite
passé sur Séphadex G-25 et recentrifugé 4 2000 g pendant 5 min. Cela permet
d’éliminer les molécules de PM inférieur 4 2500 (DETERMANN, 1969).

Le dosage des protéines est réalisé selon la méthode de LowRry & al. (1951)
et celui des peroxydases selon celle de CHANCE & MAEHLY (1955), modifiée
par EVANS & ALLDRIDGE (1955) et adaptée a nos conditions de travail. Nous
avons en outre réalisé des séparations par électrophorése sur gel d’amidon suivant
la méthode verticale de BREWBAKER & al. (1968), modifiée par DARIMONT &
GaspAR (1972). La révélation des bandes peroxydasiques se fait par le réactif:
benzidine (40 mg) dissoute dans 90 ml de tampon acétate (pH = 4.5) et 10 ml de
H,0,,0.2 vol.

Chaque expérience a été répétée 4 fois sur des lots de 12 plantes différentes.

Résultats

Effet de la castration sur l'activité globale des peroxydases
Epinards mdles

Le premier dosage a été réalisé juste avant la castration (début de I’expérience:
plantes de 3 semaines).

La figure 1A montre ’allure de ’activité peroxydasique de la 2¢€ paire de feuilles
(valeur moyenne de 4 dosages). Dans celle-ci (comme dans les autres d’ailleurs)
I’activité totale des plantes non castrées est supérieure a celle des plantes castrées.
La différence s’accentue au cours du temps, manifestant le ralentissement momen-
tané du vieillissement de la plante castrée. Le palier observé chez les témoins
mdles correspond au dépérissement de la plante. Les plantes castrées ont leur
durée de vie augmentée (LEoPOLD & al.,, 1959; FREDJ, 1977).
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Epinards femelles

La figure 1B présente également, pour la 2¢ paire de feuilles, ’effet de la cas-
tration des plantes femelles. Nous remarquons que les feuilles des plantes normales
ont une activité plus forte et toujours croissante; le palier observé auparavant chez
les males ne se voit pas dans le cas présent, les femelles vieillissent beaucoup plus
lentement (FREDJ, 1977). La variation de 1’activité totale augmente moins rapide-
ment que chez les males, traduisant cette capacité de survie plus importante. Une
corrélation positive semble donc exister entre I'activité peroxydasique et le vieil-
lissement dés que I’induction photopériodique a été enclenchée.

Effet de la castration sur les “isoperoxydases”

Les figures 2 et 3 nous montrent I’évolution de ’activité des différentes “iso-
peroxydases” dans les feuilles des plantes males intactes ou castrées; chez ces der-
niéres on observe une diminution générale de I’activité dans les bandes anioniques
et cationiques; toutefois deux isoenzymes anioniques (A, et Ag) augmentent net-
tement chez les plantes castrées.

Un gradient d’4ge, de la premiére paire de feuilles (la plus 4dgée) a la troisiéme
(la plus jeune) est nettement observé; celui-ci est maintenu dans le systéme castré.
Alors que I’on peut constater une augmentation de I’activité des différentes “iso-
zymes” des témoins, du 3® au 6° jour d’expérience, on observe un maintien du
niveau des activités des plantes castrées a celui obtenu aprés trois jours de traite-
ment. La castration provoque non seulement une diminution rapide de lactivité
de la plupart des isozymes, mais encore bloque celle-ci pour quelques jours d un
bas niveau.

Chez les plantes femelles castrées (fig. 4), la diminution de ’activité est générale
dés le 3° jour aprés la castration. Il est cependant difficile de comparer les deux
sexes: bien que les plantes aient le méme 4ge, elles sont a des stades de dévelop-
pement différents: les males fleurissent avant les femelles. Le gradient d’age chez les
femelles n’est pas net, comme FREDJ ’avait déja observé (1977).

Dans les extraits de feuilles des deux sexes, la castration a pour effet de faire
disparaitre partiellement les trainées généralement observées dans les bandes anio-
niques et apparaissant habituellement lors de I'induction florale. Leur disparition
traduit la régression du systéme vers un état jeune.

Conclusion

A la lumiére de ces résultats, nous pouvons dire que la castration provoque une
diminution de Pactivité des peroxydases totales d’une part, et de celle de la plupart
des isoenzymes d’autre part. Cette diminution correspond a un retour en arriére,
a des stades que ’on peut observer sur des plantes induites plus jeunes, et s’expli-
que en se référant aux travaux réalisés dans le cadre du vieillissement; celui-ci
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s’accompagne d’une augmentation de I’activité peroxydasique comme nous I’avions
observé sur des plantes intactes (KAREGE & al., 1977) et ainsi que d’autres tra-
vaux l’ont prouvé (BREDMEUER, 1973; GALSTON, 1967; PILET & GASPAR,
1968). Or, la castration ralentit le vieillissement.

Nous avons montré également que la diminution d’activité peroxydasique basi-
que, chez les plantes méles, se fait progressivement en fonction de 1’dge de la feuille,
et que les enzymes plus basiques sont les moins sensibles; ceci est peut-étre do a
la forte activité des peroxydases basiques (PENEL, 1974).

Les bandes A, et Ag sont stimulées chez les plantes mdles castrées. Il s’agit
peut-étre de I’effet de la suppression de la dominance apicale.

La castration bloque I’activité des peroxydases, enzymes impliquées dans le
controle de I’hormone de croissance (auxine) et retarde le vieillissement. Divers
auteurs ont essayé d’expliquer ce ralentissement; LEOPOLD & al.(1959) concluent
que la sénescence parait étre imposée aux plantes par un signal croissant en
intensité, lié aux stades successifs du développement reproductif de la plante:
I’induction florale initie ce signale. Nos résultats sont conformes a cette conclu-
sion, il resterait 4 expliquer ce qui se passe pendant la phase végétative (diminution
de lactivité peroxydasique avec I’dge de la plante) et comment durant cette période
caractériser le vieillissement?

Le phénoméne est extrémement complexe et ne peut étre réellement caracté-
risé que par I’emploi de plusieurs critéres biophysiques et biochimiques et par la
caractérisation de leurs interrelations au cours du temps.
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