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Structure temporelle des activités catalasique,
peroxydasique, polyphénoloxydasique lors du
développement de l'épinard

RAUL GAGLIARDI
&

HUBERT GREPPIN

RÉSUMÉ

GAGLIARDI, R. & H. GREPPIN (1987). Structure temporelle des activités catalasique,
peroxydasique, polyphénoloxydasique lors du développement de l'épinard. Saussurea 18:

37-44. En français, résumés français et anglais.

Cinq paramètres cellulaires ont été mesurés durant la journée et pendant plusieurs jours
sur des épinards placés en jours courts ou en lumière continue. La structure temporelle
des valeurs journalières maximales et des amplitudes journalières des activités catalasique,

peroxydasique et polyphénoloxydasique présente une organisation topologique
identique en jours courts et en lumière continue. Le passage de l'état végétatif à l'état
floral correspond à des valeurs maximales ou minimales des paramètres enzymatiques
mesurés.

ABSTRACT

GAGLIARDI, R. & H. GREPPIN (1987). Time structure during the spinach development

of the catalasic, peroxidasic and polyphenoloxidasic activities. Saussurea 18: 37-44.
In French, French and English abstracts.

Five cellular parameters were measured throughout the journey and several days on
spinach in short day or in continuous light. Time structure of daily maxima values and
daily amplitudes of catalasic, peroxidasic and polyphenoloxidasic activities present a
topological pattern similar in short day or in continuous light. The vegetative to floral
state transition correspond with maxima or minima values of the measured enzymatic
parameters.

L'induction florale dépend, dans une large mesure, du fonctionnement des cellules
foliaires (production du "stimulus floral"), particulièrement chez les plantes à exigences
photopériodiques. La nature exacte des événements spécifiques se produisant dans la
feuille n'est pas encore connue.

Lors du transfert d'une population d'épinards de jours courts (état végétatif) en
lumière continue (acquisition de l'état floral), c'est au moment de la photopériode critique
que débute l'initiation de l'induction photopériodique dans la feuille (après 10 à 12 heures
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de lumière). Apparemment, la néosynthèse de protéines foliaires spécifiques ne semble
pas se faire avant 16 à 18 heures de lumière, c'est-à-dire 4 à 6 heures, au minimum, après
le démarrage de l'induction, alors même que l'évocation du méristème a déjà commencé
dès 14 à 15 heures de traitement lumineux (GREPPIN & al., 1986).

Les recherches actuelles sur la production d'ARN messagers spécifiques ne semblent
pas infirmer cette vision, à savoir que les toutes premières heures de l'induction photopériodique

foliaire ne semblent pas impliquer, préalablement ou concomitamment, l'appel
à l'activité de nouveaux gènes: tout est donc déjà mis en place, à l'état végétatif (WARM,
1984; LAY-YEE & al., 1987).

En raison de l'insuccès dans la recherche de protéines précoces, nous avons été amenés

à détecter d'autres caractéristiques, de type fonctionnel, concernant l'état végétatif
et floral (GREPPIN & al., 1985, 1986). Nous présentons ici quelques propriétés enzymati-
ques et leurs modifications au cours du développement de la plante, dans l'idée de mettre
en évidence un pattern propre à l'induction florale.

Matériel et méthodes

Après germination dans du terreau, les plantules d'épinard (Spinacia oleracea cv.
Nobel) sont cultivées dans de la vermiculite et arrosées deux fois par semaine avec du
Sinesol 3%o (Geigy) et deux fois avec de l'eau déminéralisée. La culture se fait dans les
cabines d'un phytotron dans les conditions suivantes: température 20°C ± 0.5, humidité
relative 70% ± 10 le jour et 50% ± 10 la nuit. L'éclairage est produit par des tubes fluorescents

Sylvania "daylight" de 40 W. L'éclairement relatif, au niveau des feuilles, est de 6000
lux. Il y a deux régimes lumineux: jours courts (8 heures de lumière, 16 heures d'obscurité);
lumière continue. Dans le premier cas, les plantes restent végétatives pendant au moins
4 semaines, dans l'autre une douzaine de jours (plante de jour long).

Les dosages ont été réalisés sur les deux premières feuilles (les plus anciennes) qui
sont congelées et conservées dans l'azote liquide. Les expériences ont été répétées cinq
à dix fois, selon les cas et chaque mesure est faite sur l'extrait des feuilles de cinq à 20
plantes selon les cas.

Extraction

Les feuilles congelées (1 gr) sont broyées dans un mortier en présence de poudre de

quartz et d'un tampon phosphate 0.1 M, pH 7.0 (15 ml/gr de feuilles). Cette opération
dure moins de cinq minutes et est réalisée à 0°C. Une aliquote de l'homogénat est centrifugée

à 23.000 g pendant 15 min; le surnageant contient les enzymes solubles
(GAGLIARDI, 1986).

Dosages

Les protéines sont dosées selon la méthode Bio-Rad (GAGLIARDI, 1986), lecture
au spectrophotomètre à 595 nm; les chlorophylles, selon McKINNEY (1941) et ARNON
(1949) à 645, 652 et 663 nm dans l'extrait hydro-acétonique.

L'activité catalasique est mesurée en présence d'EU O2, pH 6.1, par l'extinction de
la densité optique de l'extrait à 220 nm et exprimée par la variation de DO/min/gr feuilles
(GAGLIARDI, 1986). L'activité peroxydasique en présence d'EU O2 et de gaïacol, pH
6.1 est mesurée à 470 nm. Les résultats sont exprimés en variation de DO/min/gr feuilles
(GAGLIARDI, 1986).

L'activité polyphénoloxydasique en présence de DOPA, pH 7.1, est dosée à 440 nm
et exprimée selon le même principe que ci-dessus (GAGLIARDI, 1986). Une étude statistique

sur l'ensemble des données a été pratiquée (GAGLIARDI, 1986).
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O A

Fig. 1. — Moyenne, en jours courts, des valeurs maximales journalières au cours du développement, de l'état
végétatif à floral (induction de la population de plantes entre les 4mi: et 5me semaines). Protéines •, mg/gr
feuille, poids frais. Chlorophylles £i, mg 10~'/gr feuille, poids frais. Activité catalasique potentielle A, A
DO220 nm 10_1/min/mg feuille, poids frais. Activité peroxydasique potentielle A DO470 nm/min/mg
feuille, poids frais. Activité polyphénoloxydasique potentielle O, A DO440 nm/min/mg feuille, poids frais.
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Fig. 2. — Moyenne en jours courts, des amplitudes journalières maximales de fluctuation, au cours du développement,

des cinq paramètres présentés dans la figure 1. Protéines •, chlorophylles £t, activités potentielles
catalasiques A, peroxydasique et polyphénoloxydasique O, au cours du développement végétatif et floral

(induction entre les 4me et 5mc semaines).
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Fig. 3. — Idem fig. 1, mais en lumière continue (induction entre les 11 et 15me jours de culture).
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F'g- 4. — Idem fig. 2, mais en lumière continue.
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Résultats

L'analyse journalière, toutes les trois heures, des cinq paramètres cités auparavant,
montre que des fluctuations de type circadien existent. Nous ne présentons ici que les
valeurs moyennes des maxima journaliers et des écarts de l'amplitude, lors du développement.

Si la concentration en protéines et chlorophylles est élevée, au début de la vie de
la plante, il y a baisse rapide de ces valeurs au fur et à mesure de l'augmentation et de
la différenciation de la masse cellulaire de même que du vieillissement du système. Les
fluctuations d'amplitude sont fortes lorsque le système est jeune, particulièrement en
jours courts (état végétatif); dans ce dernier cas elles semblent légèrement augmenter après
l'induction florale (cf. fig. 1 à 4), étant à un faible niveau lors de l'initiation.

Au contraire des protéines et chlorophylles, les trois activités enzymatiques potentielles
testées présentent une évolution singulière; elles tendent à passer vers un minimum

(catalase, Peroxydase) ou un maximum (polyphénoloxydase) au moment de l'induction
florale (transition d'état). Cette structure temporelle des trois activités enzymatiques se

conserve en lumière continue, avec quelque déformation, en raison de l'accélération du
développement reproducteur dans ces conditions là, alors qu'en jours courts, la plante
reste végétative pendant plusieurs semaines et passe plus lentement à l'état floral, ce dernier

ne pouvant pas s'exprimer pleinement sur le plan macroscopique (fleurs seulement
visibles au microscope).

Il y a une très forte amplification de l'activité polyphénoloxydasique en lumière
continue, plus faible de la Peroxydase. L'induction est corrélée à une activité minimale des
catalase et Peroxydase, maximale des polyphénoloxydases.

L'examen de l'amplitude des variations quotidiennes est intéressant, en perticulier
pour les catalase et Peroxydase. Contrairement aux polyphénoloxydases où il y a une
certaine proportionnalité entre le niveau de l'activité enzymatique et l'amplitude des fluctuations

observées, il y a pour la catalase et la Peroxydase une atténuation amplifiée des
fluctuations journalières au moment du passage de l'état végétatif à l'état floral. L'écart
de l'amplitude des variations de l'activité enzymatique étant beaucoup plus élevé de part
et d'autre de ce moment singulier (changement dans la logique du fonctionnement du
système (cf. fig. 1 à 4)). La structure temporelle des amplitudes de fluctuations est dans
son ensemble analogue à celle des maxima d'activité enzymatique.

Conclusion

Le passage de l'état végétatif à l'état floral se produit dans une configuration analogue

de l'évolution des trois activités enzymatiques mesurées, bien que la quantité de
lumière reçue et la durée du jour soient différentes dans les deux conditions testées (jours
courts et lumière continue). Il y a une programmation interne du développement
reproducteur dont la pleine expression et l'ajustement sont conditionnés par la durée du jour,
mais dont le déroulement est inéluctable; ceci se traduit par un certain encadrement
enzymatique spécifique dont la structure temporelle présentée ici est une expression. L'induction

foliaire se fait au moment où des valeurs minimales des activités potentielles
catalasique et peroxydasique existent, donc probablement au moment où la production
de radicaux libres est faible.

Au début de l'ontogenèse, il y a une forte activité énergétique (catalase et Peroxydase
élevées), laquelle sert de soutien aux investissements cellulaires (biomasse), puis,
progressivement le stockage augmente. Il y a probablement diminution progressive du flux de
radicaux libres jusqu'à un seuil correspondant à un taux critique de stockage en énergie.
A ce moment, il y a utilisation de cette énergie dans de nouveaux investissements cellulaires

associés à un nouveau flux énergétique, producteur de radicaux libres. L'induction
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florale et la sénescence qui l'accompagne sont associées à des changements respiratoires
(CHAILAKHYAN, 1968; CAO, 1981). Dès l'induction, les "respirations annexes"
augmentent ainsi que la cyanorésistance; ces systèmes produisent beaucoup de radicaux
libres.

L'amplitude des fluctuations journalières des activités enzymatiques nous donne une
image des interactions entre substrats, enzymes et compartiments cellulaires, sous
l'influence des contraintes internes (programme génétique) et externes (photopériode en
l'occurrence). L'amplitude journalière des activités catalasique et peroxydasique est forte
avant et après l'induction florale (connexion inter-compartimentale antagonique), elle
est très faible durant l'induction (baisse de la coopérativité compartimentale, mise hors
circuit, etc...). La machinerie énergétique semble être régulée différemment.
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