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Evolution des mitochondries foliaires lors de

I’induction florale de I’épinard (Spinacia oleracea
cv. Nobel)

NGUYEN-DUNG CAO
&
HUBERT GREPPIN

RESUME

CAO, N.-D. & H. GREPPIN (1989). Evolution des mitochondries foliaires lors de
I’induction florale de I’épinard (Spinacia oleracea cv. Nobel). Saussurea 19: 67-73. En
frangais, résumés francais et anglais.

Une étude des mitochondries foliaires, in situ, a été faite en microscopie électronique.
L’allongement de la photopériode améne une augmentation des mitochondries longues
aux dépens des mitochondries rondes. L’extraction, puis la séparation des mitochondries
par centrifugation zonale montre un élargissement de la population mitochondriale dans
le gradient de saccharose, lors de I’induction florale. Ces faits sont discutés et comparés
avec I’évolution du chloroplaste dans les mémes conditions.

ABSTRACT

CAO, N.-D. & H. GREPPIN (1989). Leaf mitochondria evolution during the spinach
floral induction (Spinacia oleracea cv. Nobel). Saussurea 19: 67-73. In French, French
and English abstracts.

A leaf mitochondria study has been made, in situ, by electronic microscopy. Photoperiod
lengthening produces a rise of long mitochondria at round mitochondria expense. The
extraction then the mitochondria separation by zonal centrifugation presents during the
floral induction a broadening in the sucrose gradient of the mitochondrial population.
These results were discussed in comparison with chloroplasts evolution under the same
conditions.

La production, la circulation et la modulation de I’énergie cellulaire dans différentes
parties de la plante, jouent un réle important dans le processus de I’induction florale
(MARCELLE & al., 1979; CHAMPAGNAT & JACQUES, 1979; VINCE-PRUE & al.,
1984; ATHERTON, 1987). Ainsi, chez I’épinard (plante de jour long), I’'induction photo-
périodique qui a lieu dans les cellules de la feuille se caractérise par ’atteinte, aux environs
de la photopériode critique, d’une valeur maximale de la charge énergétique et rédox
(BONZON & al., 1977, 1981, 1983) ainsi que de celle de la complexité du systéme chlo-
rophyllien (GREPPIN & STRASSER, 1984); on observe aussi une valeur minimale de
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I’entropie foliaire (LENK & al., 1981) et une plus grande hétérogénéité des chloroplastes
dans un gradient de saccharose (BONZON & GREPPIN, 1973, 1977).

Les mitochondries deviennent beaucoup plus sensibles (inhibition) aux effets de
I’azoture de sodium ainsi qu’aux agents chélateurs suivants: EDTA (éthyléne diamine
tétra-acétate de sodium), DDC (diéthyl-dithiocarbamate de sodium), manifestant ainsi
un changement dans la circulation électronique terminale (CAO & GREPPIN, 1981).
CHAILAKHYAN (1968) attribue un role important aux enzymes a métaux lourds (oxy-
dases) lors de I'induction florale. A ce moment, il y a aussi enclenchement d’une voie
delibération et de circulation des sucres que I’on peut inhiber par quelques piqiires préala-
blement faites dans le limbe, a proximité des nervures (DEGLI AGOSTI, 1985; DEGLI
AGOSTI & GREPPIN, 1987a, b, 1988).

Nous présentons ici quelques résultats complémentaires sur les mitochondries foliai-
res de I’épinard lors du transfert inducteur de jours courts en lumicre continue, suite a
un travail précédent (CAO & GREPPIN, 1981).

Matériel et méthodes

Des épinards sélectionnés (S. oleracea cv. Nobel) sont cultivés en phytotron sur de
la vermiculite. La température est de 20°C + 0.5 et ’humidité relative de 80% + 10 a
la lumiere et 60% =+ 10 a ’obscurité. La durée du jour est de 8 h de lumiére (tubes fluores-
cents Sylvania F40 daylight: 2500 ergs/sec/cm?2 sur les plantes) et 16 h d’obscurité.
L’induction florale se fait par transfert, aprés 4 semaines de jours courts, en lumiére conti-
nue. On utilise 160 plantes par expérience dont la procédure a été répétée quatre fois.

Microscopie électronique

[’échantillon est prélevé dans la zone centrale des deux premiéres feuilles; une bande
de 5 mm de largeur est coupée au rasoir, perpendiculairement a la nervure centrale. La
fixation et les coupes se font selon la procédure habituelle (CAO, 1981). Le plan de coupe
est paralléle a la nervure centrale, I’observation se faisant toujours dans la méme zone
de la feuille, a I’aide d’un microscope Hitachi HS7S. Les négatifs (grossissement 6000
%) sont examinés a ’aide d’un planimétre Prado (grossissement 13.8 x). Le grossisse-
ment total est de 82.600 x.

Extraction et purification des mitochondries

La méthode utilisée est celle de ROCHA & TING (1970). Elle a déja été décrite (CAO,
1981). Pour la centrifugation zonale et la détermination du poids spécifique rho, nous
avons employé la méme technique que celle utilisée par BONZON (1977), (BONZON &
GREPPIN, 1973, 1977) pour le chloroplaste.

Activité enzymatique

La cytochrome c oxydase (marqueur de la mitochondrie) est dosée spectrophotomé-
triquement (Unicam SP 1700) en mesurant la diminution de densité optique a 550 nm,
lors de I’oxydation du cytochrome c¢ réduit, ajouté a une suspension de mitochondries.
Le milieu réactionnel est le suivant: 0.023 mM de Cyt. ¢ réduit par le dithionite de Na
(0.006 mM), tampon phosphate 0.15 M (pH 7.4), 0.1 ml de suspension de mitochondries;
le volume total est de 1.25 ml. La cuve témoin contient le Cyt. ¢ sous la forme oxydée
(ROCHA & TING, 1970). L’activité de la cytochrome ¢ oxydase est exprimée en nM de
cyt. ¢ oxydé par ml/min/mg de protéines mitochondriales a 20°C.
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NOMBRE RELATIF DE MITOCHONDRIES PAR CELLULE

08 16

TeEMPs (HEURES)

Fig. 1. — Evolution des mitochondries rondes (MR) et longues (ML) par cellules, lors de I’alternance jour (de
8 heures a 16 heures)-nuit (de 16 heures a 8 heures) d’un jour court (plantes de 4 semaines, végétatives). Il faut
multiplier par 30 le nombre relatif de mitochondries pour estimer le nombre réel.

Fig. 2. — Idem fig. 1, mais lors du transfert inducteur en lumiére continue dés 16 heures (fin de la phase lumi-
neuse du jour court).

IND

[*¥}
=]
o 5k
E T
w 4_ i
E \
= \
- o \
o \ =
S 3 \ ,+ "o~ oML/C
2 k ’
; Ny
. 2k '
5 MR/C
it
£
(=]
=

00 08 24 32 48 56 72 80

TeMPS (HEURES)
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Dosage des protéines

La méthode de HARTREE (1972) est utilisée. La lecture spectrophotométrique se
fait a 650 nm et de la BSA (albumine sérique bovine) est employée pour la courbe d’éta-
lonnage.

Dosage des chlorophylles

Les chlorophylles sont extraites a I’acétone 80% (CAQO, 1981). La mesure spectropho-
tométrique se fait a 652 nm et la concentration est calculée selon la formule de
BRUINSMA (1961). Les aliquotes des fractions issues de la centrifugation zonale sont
examinées au spectrophotomeétre a 436 et 480 nm pour apprécier le contenu en chlorophyl-
les et ramenées a ’unité relative pour comparaison.

Résultats

Différents types de mitochondries peuvent étre observées dans la feuille: organelles
a matrice trés dense que 1I’on trouve surtout dans le parenchyme vasculaire, spongieuses
a matrice trés claire dans les feuilles sénescentes, écrétées dans les feuilles agées. A coté
de mitochondries végétales classiques, on peut trouver des organelles ayant de trés longues
crétes (CAQ, 1981). En outre, on peut diviser I’ensemble du chondriome en deux catégo-
ries: mitochondries longues (longueur > 2 X la largeur) et mitochondries rondes (lon-
gueur < 2 X la largeur).

La surface mitochondriale par cellule semble liée au photopériodisme. La fluctua-
tion de surface est plus grande en régime alterné (jour/nuit) qu’en lumieére continue. Le
nombre de mitochondries longues augmente le jour et diminue la nuit (cf. fig. 1). Lors
du transfert en lumiére continue (induction photopériodique), il y a accélération de I’aug-
mentation des mitochondries longues pour atteindre un pallier, apres 48 heures de lumiére
(cf. fig. 2). Censemble des effets observés est plus accentué dans le parenchyme périvascu-
laire et le phloéme que dans le mésophylle.

La séparation des mitochondries sur un gradient de saccharose, en centrifugation
zonale (cf. figs. 3 et 4), n’a pas permis d’observer des différences significatives dans le
poids spécifique (g/cm3) de la majorité des mitochondries, avant et apres I’induction flo-
rale: ce qui est par contre nettement modifié est la largeur de la distribution dans le gra-
dient. Une plus grande hétérogénéité du fractionnement est constaté aprés induction
photopériodique.

Discussion

En jours courts, il y a conportement antagonique des mitochondries et des chloro-
plastes. Ceux-ci s’allongent la nuit et s’élargissent le jour (raccourcissement) (BONZON
& al., 1975), celles-1a sont plus longues le jour que la nuit. La respiration est plus forte
la nuit que le jour (CAQ, 1981), la photosynthése a lieu le jour, les deux types d’organelles
sont, dans ces conditions, plus contractées (charge énergétique et rédox plus importantes,
flux ionique plus grand, charge électrique et gradient pH plus élevés); dans les conditions
inverses, il y a minimalisation des propriétés citées et les organelles sont flasques et plus
allongées. Au cours des 48 heures de I’induction florale (transfert en lumiére continue),
le chloroplaste, dans un premier temps s’allonge, puis I’élargissement domine (poursuite
d’un rythme hémicircadien), les mitochondries tendent a s’allonger tres fortement, dés
la photopériode critique dépassée. Ces phénoménes traduisent des modifications, tant
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Fig. 3. — Profil de séparation par centrifugation zonale d’un extrait de mitochondries foliaires de plantes végéta-

tives (4 semaines de jours courts). Gradient de saccharose en % p/p. Activité de la cytochrome c oxydase des

fractions en nM cyt. ¢ oxydé/ml/min/mg protéine. Absorption de la chlorophylle dans les différentes fractions
(densité optique a 436 et 480 nm): fragments de chloroplastes.

Fig. 4. — Idem fig. 3, mais aprés 24 heures d’induction par la lumiére continue.
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énergétiques que ioniques lors de I’induction florale, conditionnant la forme des organel-
les. Dans le cas des mitochondries qui peuvent s’allonger considérablement durant
I’induction, on peut envisager la stimulation de la fusion de petites mitochondries (type
de jour court), en raison de changements dans I’état colloidal des membranes, suite aux
modifications de I’environnement physico-chimique par le transfert en lumiére continue
et du nouvel ajustement par les horloges physiologiques (GREPPIN & al., 1978, 1986;
WAGNER & al., 1985).

[’hétérogénéité dans le poids spécifique, lors de I’induction, s’observe aussi bien
pour le chloroplaste (BONZON & GREPPIN, 1972, 1977) que pour la mitochondrie et
ameéne a proposer le méme type d’explication: modification des membranes lors de
I’induction, augmentation rapide par la photopériode de propriétés différentes par diffé-
renciation des organelles, manifestant la diversité génétique des plantes utilisées.
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