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Mise en évidence de deux types de controle du glu-
cose chez I’épinard (Spinacia oleracea L. cv.
Nobel): analyse mathématique et modele en jour
court et lors de la variation de photopériode induc-
trice de la floraison

ROBERT DEGLI AGOSTI
&
HUBERT GREPPIN

RESUME

DEGLI AGOSTI, R. & H. GREPPIN (1987). Mise en évidence de deux types de contrdle
du glucose chez I’épinard (Spinacia oleracea L. cv. Nobel): analyse mathématique et
modele en jour court et lors de la variation de photopériode inductrice de la floraison.
Saussurea 18: 45-54. En francais, résumés francais et anglais.

Lors de la prolongation de la phase lumineuse du jour court (8:16 h L:D), le glucose aug-
mente brusquement dans les pétioles d’épinard deés les premiéres heures supplémentaires
(photopériode critique). Un modele mathématique simulant correctement I’évolution de
la teneur de ce sucre est présenté et discuté. Ce modele renforce I’hypothése de I’existence
dans le pétiole de deux “pools* de glucose différemment contrélés. ’un des “comparti-
ments® participe a la cinétique observée en jour court, laquelle n’est pas orientée dans
le temps, alors que le second est orienté dans le temps et traduit ’effet du transfert photo-
périodique (induction de la floraison).

ABSTRACT

DEGLI AGOSTI, R. & H. GREPPIN (1987). Evidence for two types of control of glu-
cose in spinach (Spinacia oleracea L. var. Nobel): mathematical analysis and modelling
in short day and during the photoperiodic induction of flowering. Saussurea 18: 45-54.
In French, French and English abstracts.

During the lengthening of the short days (8:16 h L:D) light phase, we observe a considera-
ble increase in the content of glucose in spinach petioles immediately after the photoperi-
odic lengthening. A mathematical model which describes the experimental data is
presented and discussed. This model suggests the existence of two different glucose pools.
Accordingly, one of the “compartments* is mainly responsible of the short day pattern,
the other being responsible for the pattern obtained during photoperiodic transfer (flow-
er induction).
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Introduction

En jour court le contenu en sucres libres des plantes d’épinard augmente a la lumiére
et diminue pendant I’obscurité (8:16 lumiére:obscurité). Lors du transfert photopériodi-
que (prolongation de la phase lumineuse du jour court) on observe une augmentation
particulié¢rement rapide du glucose et du fructose dés 1 a 3 heures supplémentaires. Ce
phénomeéne s’observe aussi bien dans les feuilles que dans les pétioles (DEGLI AGOSTI,
1985).

Dans le pétiole et lors du transfert, I’augmentation du glucose semble avoir lieu dans
un “ensemble’ (tissu ou compartiment) particulier (DEGLI AGOSTI, 1985), ce qui sug-
gere ’existence d’au moins deux pools de glucose. Le premier (I) non orienté dans le
temps, responsable de la fluctuation en jour court est strictement lié a la lumiére et a I’obs-
curité; le second (1I), provoquant I’augmentation rapide observée lors du transfert photo-
périodique induisant la floraison, est lié a la photophase et orienté dans le temps. Dans
cet article nous étudions la représentation de ces deux ensembles au moyen d’une appro-
che mathématique. Les équations descriptives de I’évolution du glucose dans le pétiole
de I’épinard sont fondées sur le principe de synthése et destruction comme mécanismes
essentiels de la régulation de la concentration d’une substance et, d’autre part, sur I’inter-
vention séquentielle dans le temps de I’ensemble (I) par rapport a I’ensemble (II).

Elaboration du modele

Le mode¢le proposé est fondé sur le fait que la variation de concentration d’une subs-
tance, au cours du temps, dans un flux métabolique s’exprime en fonction du flux de pro-
duction (v4) de cette substance moins le flux de consommation (v—). En premieére
analyse, on peut admettre que le flux de consommation est une réaction de premier ordre,
c’est-a-dire proportionnel a la concentration de cette substance. En termes mathémati-
ques cela donne:

de/dt = vy —v_ = vy — ke (1

ou dc/dt est la dérivée de la concentration en fonction du temps (vitesse de variation),
k: la constante cinétique de premier ordre (h.—!) et ¢’ la concentration, exprimée en
quantité par unité de volume. Comme le volume effectif dans lequel se trouve cette subs-
tance n’est pas nécessairement toujours connu, il faut exprimer ¢ en fonction d’une varia-
ble proche du volume total (poids frais), ainsi les termes de I’équation (1) ont une
signification globale.

Lorsqu’il y a deux “ensembles* de glucose, les équations qui décrivent les propriétés
cinétiques globales sont les suivantes:

dc\/dt = vi — kicy (2.1
der/dt = vy — ko (2.2)
de/dt = dey/dt + dcy/dt (2.3)

ciest une concentration globale (u mole de glucose x g.PF 1), v, est le flux de produc-
tion global du glucose (n mole de glucose x g PF.—1 X h.—1)et k;, la constante de cinéti-
que globale de premier ordre (h.—!), i est de 1 pour I’ensemble (I) et de 2 pour I’ensemble
(IT). Chypothése fondamentale propose que v, est directement et uniquement dépendant
de la présence ou de I’absence de lumiére (“glucose de jour court®), alors que vz est
d’abord dépendant d’un autre processus interne (endogéne) lié au temps (“glucose de
transfert®), et a une modification des propriétés de I’état du systéme.
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Il s’agit donc de vérifier si’on peut effectivement décrire les résultats expérimentaux
aux moyens des équations (2.1) et (2.2).

Matériel et méthodes

Conditions de culture

Les akénes d’épinard (Spinacia oleracea L. cv. Nobel) sont semés dans du terreau.
Aprés une semaine, les plantules sont repiquées dans du terreau a raison de quatre par
pot (dim. 9 x 9 x 9 cm). Elles sont arrosées trois fois par semaine avec une solution
nutritive (Sinesol 0.3%). L’épinard, plante de jour long (PARLEVLIET, 1966), est main-
tenu a I’état végétatif grace a une photopériode de jour court dés le semis (8 heures de
lumiére et 16 heures d’obscurité). Le transfert en lumiére continue induit la floraison
(GREPPIN, 1976, GREPPIN & al., 1978, 1986).

La germination et la croissance sont obtenues dans des enceintes climatisées (phyto-
trons) ou la température est maintenue constante a 20°C + 0.5°C, et I’humidité relative
de 70% (% 5%) a la lumiére et de 50% (+ 5%) a I’obscurité. ’éclairement lumineux
qui est diffusé par des tubes fluorescents (Sylvania “daylight* F40T12 de 40 watts) vaut
6000 lux au niveau moyen des feuilles, ce qui correspond a une énergie de 20.6 W/m?
(400-700 nm, Spectroradiometre 1ISCO).

Extractions

I’extraction du glucose s’effectue a partir des plantes agées de quatre semaines, en
introduisant des segments (1 cm) de pétioles de feuilles primaires dans des tubes en verre
contenant de I’éthanol a 80% (16 plantes sont utilisées pour une mesure). Le tube est fermé
et soumis au bain-marie (100°C) pendant 15 a 30 minutes.

Dosage du glucose

Le dosage du glucose dans I’extrait alcoolique s’opére grace a une technique enzyma-
tique tres spécifique et sensible au moyen des enzymes hexokinase et glucose 6-P-
déshydrogénase par spectrofluorimétric (BERGMEYER & al., 1974) déja décrite
(DEGLI AGOSTI, 1985).

Résolution numérique d’un systeme (2) d’équations différentielles

La résolution numérique d’un systeme (2) d’équations différentielles a été program-
meée en BASIC sur un micro-ordinateur (Commodore C64) personnel, la théorie est fon-
dée sur la méthode des différences finies par application de la formule de Taylor, dite
aussi méthode d’Adams (PISKONOYV, 1970).

Résultats

La figure 1 n’est qu’un exemple parmi d’autres (DEGLI AGOST]I, 1985) et montre
I’évolution du contenu en glucose de pétioles d’épinard en jour court et lors du transfert
photopériodique (induction de la floraison).

En jour court, on observe une premiére augmentation vers 8-10 heures, puis un niveau
d’équilibre dynamique est atteint et se maintient jusqu’a 16 heures. Lorsque la lumicre
s’éteint la teneur en glucose baisse rapidement.
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Fig. 1. — Evolution du contenu en glucose des pétioles d’épinard en jour court (@, M) et en transfert photopério-
dique (O).

Fig. 2. — En bas a gauche (H): logarithme naturel (In) du niveau de glucose en jour court a I’obscurité deés
16 heures. En haut a droite (V¥), idem, mais pour des plantes mises a ’obscurité a 21 heures aprés un transfert
(voir texte).

Fig. 3. — Evolution du contenu en glucose (O, @) et en saccharose (V, ¥) de pétioles d’épinard lors d’un
transfert (O, V) et aprés interruption de la lumiére a 21 heures (méme expérience que la figure 1).
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Le transfert en lumiére continue est caractérisé par une augmentation en glucose tout
a fait spectaculaire vers 17-18 heures et semble correspondre a un effet déclic. Une telle
dynamique s’inscrit bien dans I’hypothese de I’existence d’au moins deux “pools* de glu-
cose. C’est a partir des données expérimentales de cette figure que les analyses mathémati-
ques ultérieures sont faites.

Evaluation des paramétres du modéle

De 12 a 16 heures, le niveau de glucose est constant (fig. 1), ce qui signifie que la
consommation du glucose est égale a sa production ou, en d’autres termes:

dcei/dt = 0 c-a-d. vi = k¢ 3.1, 3.2)
Or c) vaut, a 16 h, 0.3 p moles x g.PF ! et donc:
vi = k1 X 0.3 4)

k1 peut étre estimé a partir de la cinétique de consommation du glucose a ’obscurité (dés
16 heures). En effet, a ce moment la production de glucose primaire (vi) peut étre consi-
dérée comme nulle (obscurité) et I’équation (2.1) devient:

dei/dt = —kjcy (5)
En intégrant (5), on obtient:
c1(f) = Csse—ki (6)

Ou Css est la concentration globale a 1’équilibre dynamique (c est constant entre 12
et 16 heures, voir fig. 1).
Si I'on calcule le logarithme naturel de cette derniére expression (6), on obtient:

In(c1(t)) = InCss — k.t (7)

Ainsi, la représentation de /n(ci(#)) en fonction du temps doit donner une droite
décroissante dont la pente vaut —k;.

La figure 2 (points en bas a gauche) montre que les données s’alignent fort bien, puis-
que, apres calcul de la droite de régression on obtient un coefficient de corrélation de
—0.98 avec —k; = —0.338 (h.—1).

En substituant cette valeur dans 1’équation (4) on obtient:

vi = 0.1014 pn mole de glucose X g.RF—! x h.—!

[’évaluation de v; et k2 est un peu plus difficile, car on ne connait pas 1’état d’équili-
bre dynamique de cet ensemble. En revanche, la figure 3 ou les plantes ont été placées
al’obscurité a 21 heures, c’est-a-dire 5 heures apres la prolongation de la phase lumineuse
du jour court, donne de précieux renseignements sur la dynamique de la consommation
du glucose lorsque la forte augmentation de ce sucre a lieu (“ensemble® IT) et qu’elle est
interrompue par la nuit.

On peut observer (fig. 3) une premi¢re diminution du glucose suivie d’un plateau
(délai) vers env. 21-22 h 30, puis une seconde diminution de la teneur de ce sucre.

Lexistence de ce délai peut étre expliquée par le fait que le glucose dosé dans le pétiole
provient du saccharose qui s’y accumule et qui est ensuite hydrolysé par une invertase
acide (DEGLI AGOSTI, 1985).

Ceci peut tres bien s’observer sur la figure 3 ou les deux sucres ont été dosés paralléle-
ment. Le saccharose diminue immédiatement lorsqu’on éteint la lumiére, car il est d’une
part “consommé‘ et d’autre part transformé en glucose; lorsque cette derniére transfor-
mation est terminée la pente est modifiée (vers 22 h 30).
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Ainsi, pendant un court instant (env. 2 heures) la production locale de glucose par
action de I’'invertase sur le saccharose, qui s’était accumulé dans le pétiole, compense la
consommation de glucose. Aprés ce délai la production de glucose par cette voie cesse
et I’on observe une diminution liée a k2. On peut, donc, estimer, ce paramétre de la
méme maniére que k;; c’est-a-dire a partir du graphe du logarithme naturel de ¢(7) a
I’obscurité en fonction du temps (fig. 2, points en haut a droite). La droite de régression
a une pente de —0.343 (A.—!) et un coefficient de corrélation de —0.98.

’estimation de v; s’obtient par une méthode numérique et a partir de (2.2) qui
devient:

vy = Aca(t)/ At + k(1) (8)

c> est obtenu en soustrayant a ¢(¢) (données expérimentales) la valeur de c;(f) a 16
heures (plateau).

[’évolution de vz en fonction du temps est représentée a la figure 4. On peut obser-
ver que la courbe posséde la forme d’une fonction “interrupteur (passage de vz bas a
vz élevé). Comme va(7) n’est pas une constante il faut donc pouvoir la décrire en fonction
du temps afin de résoudre (2.2), car cette équation devient:

dcy/dt = va(t) — kaca )

Dans la recherche d’une fonction élémentaire permettant de décrire va(¢), il s’est
révélé que va(r) peut étre correctement approximée par la fonction tangente hyperbolique
(tan A, voir VYGODSKI, 1975: 593-595, par ex.) suivante:

(tan & ((t — 11)/2) + 1)/2 (10)

Finalement, les équations (2.1) et (2.2) deviennent:
dci/dt = vi — 0.338.c; (11.1)
decy/dt = (tan h ((t — 11)/2) + 1)/2 — 0.343c2 (11.2)

Avec vi = 0.1014 p mole glc X g PF.—! x h.—'ala lumiée et vi = 0 a I’obscurité.
Comme k; est pratiquement égale a k> nous pouvous écrire:

de/dt = (dcy + dea)/dt = vy + va(t) — 0.34 (c2 + ¢1) (12)
C’est-a-dire:
de/dt = v + va(t) — ke (13)

Entre 8 et 22 heures, v, varie de 0 a 1.1 p moles de glucose x g PF.—1, a 20°C, avec
un effet déclic aprés 11 heures de lumiére totale.

Simulations

Larésolution numérique des équations (11.1) et (11.2) a été programmeée sur un micro-
ordinateur. La premiére simulation est celle de I’évolution en jour court. ’adéquation
du mode¢le aux données expérimentales dans ce cas est représentée a la figure 5 et parait
satisfaisante.

Sur la figure 6, c’est la situation du transfert photopériodique qui est simulée. Ici
également, la simulation correspond bien aux données expérimentales. [’enclenchement
du “compartiment* Il dépend d’une durée et d’un seuil critique (photopériode et secon-
dairement quantité de lumiére).
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Fig. 4. — (O) évaluation de v,(¢) a partir des données de la figure 1. (M) fonction tangente hyperbolique ajus-
tée (voir texte).

Fig. 5. — Simulation de I’évolution du glucose lors du jour court (- - - - - ): composante (1), (=== ): composante
(11), ( ) somme de (I) et (I), (@, M): données expérimentales.
Fig. 6. — Simulation de I’évolution du glucose lors d’un transfert photopériodique (- - - - - ): composante (I),

) somme de (I) et (II), (@, O) données expérimentales.

(veeeeees ): composante (II) et (
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Discussion

Afin de montrer la validité du modéle de représentation proposé, nous allons aborder
quelques points critiques.

1.

Pourquoi faut-il penser que c’est vz (production du glucose) qui augmente et
non pas k> (consommation) qui diminue?

Si nous examinons la figure 3, nous observons, aprés I’extinction de la lumiére
a 21 heures, lors d’un transfert photopériodique, que la teneur en glucose, suite
a un palier d’environ 2 heures, diminue. Cette diminution présente une constante
cinétique k égale a k (cf. fig. 2, les équations 11.1 et 11.2 et le point 3 de cette
discussion). Enfin, la résolution des équations 11.1 et 11.2 ne permet pas une
simulation adéquate de I’augmentation du glucose, méme si I’on admet que k>
et k) deviennent nuls dés 16 heures (dans le pire des cas). Il est donc indispensa-
ble de faire intervenir une augmentation de v,.

Quels sont les arguments permettant d’envisager I’existence de deux “pools ou
compartiments‘ fonctionnels de glucose?

Les principaux indices proviennent de résultats expérimentaux décrits ailleurs
(DEGLI AGOSTI, 1985). I’étude de la diffusion du glucose hors de fragments
de pétioles placés dans de I’eau permet d’étayer cette hypothése. ’analyse des
cinétiques des flux de glucose relaché par les tissus, en fin de jour court ou lors
du transfert, met en évidence la nécessité de I’existence de deux “compartiments‘
aux caractéristiques diffusionnelles trés différentes, permettant d’expliquer
I’allure du phénomene observé et de construire la courbe mathématique le repré-
sentant. Le premier “pool‘ semble plutdt 1i€ a un processus “passif* dépendant
de la lumiére, car il reste constant lors du transfert. En revanche le deuxiéme
correspond a un phénomeéme plus “actif®, car il augmente brusquement selon
le moment de la variation de photopériode.

Un autre argument expérimental est donné par I’effet résultant de I’ablation de
différentes proportions du limbe pratiquées a 16 heures sur des lots de plantes
“normales‘ ou “stressées‘’. Dans le premier cas, I’ablation d’une surface équiva-
lente a 12% de la feuille totale inhibe complétement I’augmentation classique
du glucose lors du transfert (cf. fig. 1). Dans le second cas, il n’y a pas d’augmen-
tation spectaculaire de la teneur en glucose pétiolaire entre 16 et 24 heures en
lumiére continue liée au pool II (le “stress* ayant préalablement exercé un effet
inhibiteur) et nous observons trés nettement une stricte proportionnalité entre
le glucose pétiolaire et la surface de limbe restante, liée a la mise en jeu du seul
pool I (DEGLI AGOSTI, 1985).

Tous ces faits et I’adéquation du modéle mathématique aux données expérimen-
tales renforcent I’idée de I’existence de deux “pools‘ ou compartiments séparés,
fonctionnellement ou structurellement, du glucose. Le pool I est probablement
dépendant d’un fonctionnement actif des membranes, sous le controle d’une
horloge physiologique.

Si k1 = k2, pendant le transfert, quelle en est la conséquence?

Cela peut signifier que, dans les conditions expérimentales utilisées (tempéra-
ture, lumiére), la consommation du glucose n’est pas le facteur clef modulant

le niveau de concentration en ce sucre. Donc ce sont plutot les processus de pro-
duction (remplissage) qui réglent ce niveau. Une étape de ce controle est I’activité
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invertasique. Toutefois, les mesures faites montrent qu’il n’y a pas de variations
entre le jour court et lors du transfert. L’activité potentielle de I’invertase, en jour
court, est tout a fait suffisante pour assurer I’laugmentation du glucose observée
lors de I’induction florale en lumiére continue (DEGLI AGOSTI, 1985). 11 faut
donc imaginer une variation des processus en amont de I’invertase, soit de la
photosyntheése et/ou des systémes d’approvisionnement (transports) des pho-
tosynthétats des tissus qui les produisent aux cellules qui les consomment
(TSALA & al., 1984; FROSCH & al., 1986).

Le fait que k1 = k2 suggére également que le flux de consommation est unique-
ment dépendant de la concentration en glucose. Cela signifie que ce flux aug-
mente lors du transfert photopériodique. Il pourrait en tant que tel constituer
un signal servant a déclencher ou stabiliser le nouvel état physiologique (induc-
tion florale), en particulier via les processus producteurs d’énergie (ATP). BON-
ZON & al.(1981, 1983) ont déja observé une augmentation de la charge
énergétique et de la charge rédox lors du transfert photopériodique (entre 16 et
24 heures locales).

4. C’estle saccharose qui est trés probablement le sucre décompartimenté et a 1’ori-
gine de 'augmentation du glucose observé. En effet, ’lamidon foliaire augmente
des le début de la phase lumineuse et continue de s’accumuler durant le transfert
en lumiere continue. Il en va de méme de I’amidon pétiolaire qui est de plus pré-
sent en tres faible quantité. Ainsi, au vu de la régularité de ’augmentation de
ce polymeére par rapport a la trés forte stimulation de la teneur en glucose, ’ami-
don ne peut tres vraisemblablement pas étre la seule source immeédiate du phéno-
mene. En outre, parallelement a 'augmentation du glucose, le fructose évolue
de méme (DEGLI AGOSTTI, 1985). Il y a donc probablement transfert et décom-
position rapides du pool de saccharose.

Conclusion finale

Un modele décrivant I’évolution du glucose dans les pétioles d’épinard a été élaboré
en se fondant sur I’hypothése de I’existence de deux “ensembles* de glucose dont I’un
ne se “remplit* (atteinte du seuil) qu’apres une durée supérieure a 9 heures de lumieére
par jour. L’effet de seuil concernant I’induction ne s’atteignant qu’aprés 10 heures.

Ce modele utilise le concept de la dynamique synthese-destruction, comme élément
de contrdle des variations de concentration du glucose et est le suivant:

dey/dt = vi — ke
dey/dt = v — ko

ou les indices désignent respectivement les “ensembles* (I) et (II). hypothése fondamen-
tale associée a ces équations fait intervenir I’orientation dans le temps (photopériodisme
et rythme endogene) sur I’ensemble (II) et plus particuliérement sur v, (production):
controle du remplissage (role probable des membranes).

Apres I’évaluation appropriée des parametres k; v;, dont seuls ki, v, et k2 sont des
vraies constantes (va(#) est une fonction “interrupteur®), la simulation montre une des-
cription correcte des données expérimentales.
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