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EVOLUTION, AU COURS DU DEVELOPPEMENT,
DE L'ACTIVITE PEROXYDASIQUE RACINAIRE

ET FOLIAIRE
DANS DES CULTURES DE SPINACIA OLERACEA

PAR

Xuang Xing XUE 2, Nicola BERNARDINI \
Claude PENEL \ Hubert GREPPIN 1

Resume

Devolution de quelques parametres, ä savoir: la masse ponderale fraiche, la concentration
en proteines, l'activite peroxydasique totale et la proportion entre les fractions acides et basiques
des peroxydases ont ete mesurees dans des cultures in vitro de l'epinard. Le passage de l'etat vege-
tatif ä l'etat floral a ete particulibrement examine sur les racines, l'hypocotyle et les feuilles. On
peut associer au changement d'etat un certain nombre de particularites existant dans les trois organes
consideres.

Abstract

Fresh weight, protein concentration and peroxidase activity were measured in various organs
of Spinach grown in vitro. These parameters were followed in roots, hypocotyls and leaves during
the transition from vegetative to floral state.

INTRODUCTION

Le passage de l'etat vegetatif ä l'etat floral depend, selon les plantes, de nom-
breux facteurs internes (äge de la plante, hormones, etc.) et externes (via la

vernalisation, le thermoperiodisme, le photoperiodisme, etc.). De nombreux travaux ont
mis en evidence le role important des correlations interorganiques (racine, hypo-
cotyle, cotyledon, tige, feuille, bourgeon) par l'intermediaire de Faction electro-

chimique, metabolique et hormonale (Chamont et al., 1982; Evans, 1969; Bernier
et al., 1981).

1 Laboratoire de Physiologie vegetale, Universite de Geneve, 3, place de l'Umversite, CH-
1211 Geneve 4.

2 Academie d'Agriculture de Chine, Beijing.
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Gaspar et al. (1975) ont insiste sur les relations antagoniques existant entre la

formation racinaire et florale et revolution des activites peroxydasiques. Des
applications pratiques de ces observations ont ete suggerees et certaines sont dejä appli-
quees (Gaspar et al., 1982). Dans cette perspective et ä la suite du travail de Lamb
(1981), il nous a paru utile de decrire quelques changements physiologiques se pro-
duisant chez l'epinard lors du passage de l'etat vegetatif ä l'etat floral, aussi bien
dans les feuilles que dans l'hypocotyle et la racine. Les recherches de Lamb ayant
montre les nombreux inconvenients ä mesurer l'activite peroxydasique dans des

racines provenant de plantes cultivees dans des conditions non steriles, nous avons
adopte le mode de culture in vitro et des conditions nous permettant ä la fois d'eviter
la presence de bacteries ou de blessures des racines, amenant une tres forte augmentation

de l'activite peroxydasique, independante des conditions internes necessaires

au developpcment de la plante. Parallelement, nous avons fait une etude histologique
rapide des meristemes caulinaires afin de determiner le moment du changement
d'activite de ces derniers (embryogenese florale).

MATERIEL ET METHODES

Conditions de culture

La germination et la culture des plantes ont ete faites en conditions steriles.

Les akenes d'epinard (Spinacia oleracea, variete Nobel: selection faite ä la Station
de Botanique experimental du departement de Biologie vegetale) ont ete immerges

rapidement dans de l'alcool absolu, puis pendant six minutes dans du NaCIO 7,5%
(p/v). Apres plusieurs rinpages ä l'eau distillee, les akenes sont mis ä germer, ä

l-o'oscurite, dans des boltes de Petri, ä la tempeialure ue 20° C; ces boites contiennenl
du papier filtre humidifie avec un milieu mineral dont la composition est la suivante

(mg/1):

KN03 1000; NH4N03 1000; Ca (N03)2. 4 H20 500; KH2 P04 300;

Mg S04. 7H20 80; KCl 30; EDTA Na2. 2 H20 7,4; FeS04. 7H20 5,6;

MnS04 H20 5; ZnS04. 7 H20 4; H3B03 2; KI 0,8; Cu (N03)2. 3H20 0,35;

(NH4)6 Mo7024 4H20 0,1.

Le pH a ete ajuste ä 5,5. La presente composition derive du milieu de Murashige
et Skoog (1962).

Apres quarante heures de germination, les plantules ayant une radicule de 6 ä

8 mm sont repiquees dans des tubes de culture (160x29,5 mm) et fermes avec des

Cap-O-Tests; ils contiennent 25 ml de milieu mineral agarise ä 0,5% (p/v) avec du
Difco Bacto Agar. Cette faible concentration en Agar assure une base de soutien
süffisante tout en permettant d'extraire sans dommage les racines du milieu. D'autre

part une couche d'Agar (1 mm) ä 1%, melangee ä du charbon actif p.a. Merck
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dont la concentration est 2% (p/v) a ete coulee au-dessus du milieu precedent et dejä
fige afin de constituer un ecran ä la lumiere. Les tubes sont d'autre part enveloppes
en dessous de cette couche avec du papier noir, ce qui a permis de maintenir les

racines en obscurite complete.
Les cultures ont ete realisees ä 20° C sous un eclairement continu de 4000 lux

(lumiere blanche). Les plantules prelevees quarante-huit heures apres l'ensemen-
cement ne sont pas repiquees mais gardees telles quelles, ä l'obscurite, dans des

boltes de Petri.

Prelevemenl des plantes

Lors de chaque prelevement, les plantes recoltees sont partagees au hasard en
trois lots. Les differents organes analyses ont ete isoles, peses, puis broyes ä 2° C

dans un mortier, en presence d'un tampon phosphate 0,1 M, pH 7 (10 ml/g de

poids frais pour les racines et les hypocotyles; 4 rnl/g pour les feuilles). Les extraits
sont filtres puis centrifuges pendant dix minutes ä 10 000 g. Les surnageants sont
alors conserves ä -20° C. La teneur en proteines dans les extraits a ete determinee

par la methode de Spector (1978), Ia y-globuline de bceuf (Bio Rad) servant de

reference. L'activite peroxydasique est determinee ä 20° C dans un tampon phosphate
(40 mM) contenant 8 mM de gai'acol et 2 mM d'H202. L'augmentation de l'ab-
sorption ä 470 nrn est lue au spectrophotometre apres deux minutes.

Les extraits peroxydasiques ont ete separes par focalisation isoelectrique sur des

gels d'agarose au moyen d'un appareil Multiphor LKB (300 volts pendant deux

heures). Les isoperoxydases ont ete detectees par coloration dans un melange:

tampon acetate pH 4,5 — benzidine 0,05% — eau oxygenee 0,02%. Les prohls
isoperoxydasiques developpes sont alors enregistres ä l'aide d'un integrateur photo-
metrique ä enregistrement automatique de type Vernon.

Les apex des plantes ont ete fixes pendant vingt-quatre heures dans le melange
suivant: formaldehyde — alcool — acide acetique (Sass, 1958) et, apres inclusion
dans la parafine, debites en coupes seriees de 15 micrometres colorees puis colories
ä Lhematoxyline de Groat. Les coupes sont ensuite examinees au microscope et des

photographies sont faites et developpees selon les procedures habituelles.

RESULTATS

Notre Systeme de culture a ete particulierement favorable ä la croissance des

plantes, d'autre part il nous a permis d'obtenir des racines intactes, eliminant ainsi
des sources importantes de fluctuations dues aux blessures et ä la presence de micro-
organismes. La figure 1 presente revolution du poids frais moyen des organes sui-

vants: racines (R), les deux premieres feuilles au-dessus des cotyledons (F1; F2),
les deux feuilles suivantes (troisieme et quatrieme feuilles : F3, F4). On peut observer,
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des le deuxieme jour du semis, des akenes germes dont les racines ont 6 ä 8 mm de

long; des lors, le poids frais de ces dernieres (valeur moyenne accompagnee de

l'ecart type) presente une augmentation quasi-lineaire jusqu'au quatorzieme jour
de culture. Nous constatons ensuite que l'accroissement ponderal se ralenti consi-
derablement. La ramification des racines est observable des le sixieme jour de la

culture, au moment oü sont macroscopiquement visibles les deux premieres feuilles.
La masse ponderale fraiche de ces dernieres s'eleve beaucoup plus rapidement que
celle des racines, un ralentissement apparait entre le quatorzieme et le quinzieme
jour de culture. Les troisieme et quatrieme feuilles presentent une evolution analogue
avec un decalage de cinq jours. La population des plantes cultivees n'est jamais
totalement homogene; ainsi au onzieme jour de culture, il n'y a que 27% des plantes
presentant quatre feuilles, 54% au douzieme jour et la totalite au treizieme jour de

culture. La montaison (ä l'etat vegetatif l'epinard est acaule) est visible des le vingtieme
jour et les fleurs males des le vingt-quatrieme jour de culture. Auderset (1979),
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Fig. 1. — Evolution du poids frais de l'hypocotyle, de la racine et des feuilles d'epinards cultives
sous un eclairement continu. Chaque point represente la moyenne de trois mesures avec son ecart-

type. Les feuilles sont numerotees selon leur ordre d'apparition (Fj, F2, F3 et F4).
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Penel (1976), Karege (1981), ont bien mis en evidence la relation existant, chez

l'epinard, entre le nombre de feuilles macroscopiquement et microscopiquement
visibles, le traitement photoperiodique (jours courts, jours longs) et l'acquisition
de l'etat floral par les feuilles et les meristemes caulinaires. Quelles que soient les

conditions, on observe, des le Stade de six feuilles macroscopiquement visibles atteint,

que le meristeme est en tout cas evoque, si ce n'est dejä bien avance dans Fembryo-

genese florale.

L'etude, par voie histologique, des apex d'epinard (cf. figs. 2, 3, 4), nous amene

aux conclusions suivantes: des le quinzieme jour de culture, le meristeme apical

presente une augmentation considerable de sa masse (division cellulaire) et Ton

peut dejä observer le debut de la montaison; il y a de nombreux bourgeons floraux
encore peu diflerencies. Par la suite cette differentiation va considerablement s'acce-

lerer pour aboutir ä la formation complete de fleurs males et femelles. La population
examinee n'etant pas exactement synchrone dans son developpement (decalage

maximum de l'ordre de deux jours), il en resulte que l'induction peut etre observee

sur des individus äges de onze jours, quatorze pour d'autres. On peut considerer

que pour l'ensemble de la population, la transition se fait au treizieme jour et correspond

au debut du ralentissement de l'accroissement ponderal frais des racines et

des deux premieres feuilles.

En ce qui concerne les proteines (cf. fig. 5) nous constatons que la chute de la
concentration en ces composes est particulierement rapide et precoce dans la racine

Fig. 2.

Apex d'epinard apres 11 jours de culture sous eclairement continu
(rapport hauteur/largeur: 1.00 ± 0.10). Grossissement: 200 x.
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Fig. 3.

Apex d'epinard apres 13 jours de culture sous eclairement continu
(rapport hauteur/largeur: 1.24 ± 0.16).

Fig. 4.

Apex d'epinard apres 15 jours de culture sous eclairement continu
(rapport hauteur/largeur: 1.95 ± 0.12).
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et l'hypocotyle. Ce phenomene est plus tardif dans les deux premieres feuilles. et

debute legerement avant l'induction florale de l'apex, observee par voie histologique.
Etant donne qu'il se passe environ 48 heures (cf. Auderset, 1979) entre la detection

histologique de Einduction florale dans le meristeme apical et le declenchement de

l'induction dans la feuille (production du « stimulus floral»), on peut done en

conclure que le moment de la decrue de la concentration en proteines dans les deux

premieres feuilles correspond au moment du passage de l'etat vegetatif ä l'etat floral
dans ces organes. Elle correspond aussi ä l'entree en vieillissement du Systeme (Fredj
et Greppin, 1980). La senescence debute beaucoup plus tot dans les racines et l'hypocotyle

et ne semble pas, dans ce dernier cas, etre en relation directe avec l'induction
florale.

Fig. 5. — Evolution de la teneur en proteines des feuilles (Fi + F2), de l'hypocotyle et de la racine
d'epinards cultives sous eclairement continu. Chaque point est la moyenne de trois analyses sur

des echantillons differents avec l'ecart-type.

Examinons maintenant ce qu'il en est de l'activite peroxydasique totale (cf.
fig. 6). Les observations faites sur les deux premieres feuilles sont conformes aux
donnees dejä obtenues par Karege et al. (1977), ä savoir que cette activite est faible et

qu'elle diminue regulierement dans la phase vegetative pour atteindre une valeur
minimum lors de l'induction florale; ensuite il y a augmentation progressive liee au
vieillissement de ces organes. Nous observons, pour l'hypocotyle et la racine, un
taux d'activite particulierement eleve et une evolution, comparee ä la feuille, de type
antagonique. Alors que l'activite peroxydasique diminue dans les feuilles pendant la
phase vegetative, elle augmente dans l'hypocotyle et la racine pour atteindre ses

valeurs d'activite les plus elevees au moment correspondant au minimum dans les

feuilles. Ce point particulier (activite peroxydasique minimum dans les feuilles et
maximum dans la racine et l'hypocotyle) correspond au debut de l'induction florale.
Ce qui se passe apres le vingtieme jour est plus difficile ä interpreter. II y a d'une

1r~4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32
Jours opres semis
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part l'entree en vieillissement de l'ensemble de la plante, d'oü la remontee de l'activite

peroxydasique generale; d'autre part le dimorphisme sexuel et la separation
en plantes males et femelles peut amener une plus grande heterogeneite dans les

resultats, la composition des populations analysees n'etant pas identique sur ce

point.
La comparaison des figures 5 et 6 met bien en evidence une relation antagonique

entre la concentration en proteines et le niveau de l'activite peroxydasique: celle-ci

est faible quand la concentration en proteines est forte et vice versa (cette relation

peut s'expliquer par le fait bien connu de la relation inverse, le plus souvent, entre
la concentration en auxines et l'activite peroxydasique). La biosynthese en RNA
et en proteines est forte dans les tissus riches en auxines (Pilet et Gaspar, 1968).

Nous constatons aussi une evolution antagonique de l'activite enzymatique testee,

comparee ä la concentration en proteines, aussi bien dans la feuille que dans l'hypo-

Fig. 6. — Evolution de l'activite peroxydasique totale dans les feuilles (Fj + F2), la racine et
l'hypocotyle d'epinards cultives sous eclairement continu. Chaque point est la moyenne de trois
analyses sur des echantillons differents avec l'ecart-type. Tous les echantillons sont preleves au

meme moment de la journee (15 h.).
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cotyle et la racine. L'entree en senescence acceleree de ces differents organes s'accom-

pagne successivement d'une diminution de la quantite de proteines etroitement
correlee ä l'augmentation de l'activite peroxydasique.

L'etude par separation electrophoretique de l'extrait enzymatique peroxydasique

fait apparaitre un grand nombre de composantes (isoenzymes II a ete

montre dans les extraits foliaires qu'une variation importante apparaissait, au moment
de l'induction florale, dans le rapport entre les peroxydases acides et basiques (Penel
et Greppin, 1975). L'induction se manifeste par une augmentation rapide des

fractions acides et une diminution des fractions basiques. La separation par electro-
focalisation des extraits racinaires est presentee dans les figures 7 et 8. Nous observons

Separation des isoperoxydases de racines par focalisation isoelectrique.
Epinards cultives pendant 9 jours sous eclairement continu.

9.5 8,0 7085 5,3 4,2 3,5 pH

Fig. 8.

Separation des isoperoxydases de racines par focalisation isoelectrique.
Epinards cultives pendant 15 jours sous eclairement continu.
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le meme phenomene que dans la feuille en ce qui concerne le rapport des activites

peroxydasiques acides sur les activites des fractions basiques; le changement s'operant
au moment de l'induction florale dans les deux premieres feuilles. La faible variation
observee concernant les peroxydases basiques est due au fait que le pH d'extraction
utilise n'a pas permis de recuperer toutes les peroxydases basiques, en particulier
dans la phase vegetative.

CONCLUSION

L'ensemble des resultats obtenus met bien en evidence l'existence d'une certaine
coordination entre les differentes parties de la plante et l'existence, au moment de

l'induction florale, d'une situation particuliere tant pour la racine que pour l'hypo-
cotyle et les deux premieres feuilles. Ainsi, l'accroissement de la masse ponderale
fraiche presente un changement de regime aussi bien dans la racine que dans les

deux premieres feuilles (1'eau semble particulierement impliquee dans la racine

puisque la concentration en proteines est devenue stationnaire durant cette periode).
Nous constatons, en ce qui concerne les etats vegetatif, floral et lors de la transition
entre ces deux etats, une evolution antagonique de l'activite peroxydasique totale
dans les racines et l'hypocotyle comparees aux deux premieres feuilles, evolution
conforme au modele propose par Gaspar et al. (1975, 1982).

Si l'induction florale dans les premieres feuilles initie l'acceleration de leur

senescence, celle-ci commence beaucoup plus tot dans l'hypocotyle et la racine.

II serait interessant de determiner dans quelle mesure les processus qui se passent
dans la racine sont controles par revolution des feuilles, sous Faction des diverses

contraintes de l'environnement, et dans quelle mesure la duree de la phase juvenile
de la plante et I'acquisition de la sensibilite phctcpericdique sent contrclecs par
l'etat des racines. L'emploi de diverses hormones, ainsi que d'activateurs ou d'inhi-
biteurs des activites peroxydasiques et du metabolisme des proteines pourrait apporter
quelques elements de reponses.

La connaissance dans l'ensemble de la plante, des conditions menant ä la flo-
raison ou ä la rhyzogenese peuvent permettre d'envisager de nombreuses applications
dans le domaine horticole et agricole (Gaspar et al., 1982). L'etude de revolution des

peroxydases permet de determiner ä quel Stade la plante se trouve et quels types
d'actions il faut mener pour aller vers la formation de racines ou de fleurs (activer
ou inhiber l'activite peroxydasique).
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