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Action des lumieres rouge et infra-rouge
sur l'activite peroxydasique des feuilles d'epinards
avant et apres l'induction florale

C. Penel et H. Greppin

Laboratoire de Physiologie vegetale
Universite de Geneve

Manuscrit re?u le 23 juillet 1973

Chez l'epinard la floraison est sous le contröle de la photoperiode (plante de

jours longs). Les differentes phases de l'induction florale, mecanisme complexe,
peuvent etre schematisees de la fagon suivante:

1. Induction photoperiodique et synthese du „stimulus floral" faisant intervenir,
outre des reactions photochimiques liees au phytochrome et ä la photosynthese,
un mecanisme de mesure du temps.

2. Translocation du „stimulus floral" de la feuille au meristeme apical vegetatif.
3. Declenchement dans ce dernier de revocation florale (Evans, 1969) qui sera

suivi de la differentiation florale (floraison).
Dans un processus aussi complique, et dont la nature nous est d'ailleurs tres

mal connue, il nous a paru utile, dans une premiere approche, de nous contenter
de rechercher les evenements primaires lies, d'une part ä l'induction photoperiodique
dans la feuille, d'autre part ä revocation florale dans le meristeme apical de la tige
(detection du „stimulus floral" issu de la feuille induite), considerant la plante
comme une boite noire ayant une logique de fonctionnement floral inaccessible

pour le moment. En effet, on ne peut pas affirmer actuellement que les recherches
sur le „stimulus floral" aient donne des resultats tres satisfaisants.

On considere que le metabolisme des acides nucleiques est la cible du „stimulus
floral" (noyaux, nucleoles et ribosomes) dans le meristeme caulinaire (Bernier et al.,
1970). Dans le cas de l'epinard, ce critere n'est pas suffissant pour detecter k coup
sür l'etat induit (Auderset et Greppin, 1972; Auderset, 1974).

En revanche, l'examen ultrastructural au niveau du meristeme du degre de

differentiation des plastides et des mitochondries de meme que son evolution
chronotopologique permet avec plus de sürete et plus precocement de mettre en
evidence l'apparition de revocation florale (18 heures apres le transfert de j ours
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courts de 8 heures en lumiere continue). La modulation des acides nucleiques
caracteristique de l'induction apparait plus tardivement (environ 40 heures apres
le transfert).

Des cinq semaines de culture en jours courts (8 heures de lumiere), certains
epinards commencent ä etre evoques. Apres deux mois, ils le sont pratiquement
tous. Toutefois la presence de substances inhibitrices produites en jours courts
empeche, sauf pour quelques plantes, la differenciation florale.

Des remaniements importants sont observes dans l'organisation des differents
territoires de l'apex lors de 1'evocation florale (Nougarede, 1967). Dans une
optique fonctionelle, il nous parait logique que les appareils transformateurs
d'energie (plastes, mitochondries, etc...) soient modifies (18 heures), prealablement
ä l'organisation de la circulation de l'information du meristeme floral qui y fait
suite (40 heures). La regulation entre la demande genetique (information) et
l'offre du milieu (energie, substrat) se fait par l'intermediaire des appareils
transformateurs d'energie (modification quantitatives et qualitatives) qui
permettent les investissements commandes par l'information genetique (Greppin
et Gouda, 1972).

Que se passe-t-il dans la feuille lors de l'induction photoperiodique? Quels
sont les evenements metaboliques et structuraux qui sont specifiquement inities?
Nous avons pu mettre en evidence, par photostimulation spectrale, des modifications
du potentiel bioelectrique de la feuille specifiquement liees a l'etat induit (Greppin
et al., 1973). D'autre part nous avons observe des modifications importantes au
niveau des chloroplastes (Bonzon et Greppin, 1972) et des peroxydases (Penel et
Greppin, 1972).

La mesure de la variation de l'activite des peroxydases basiques sous Taction
des lumieres rouge et infra-rouge nous permet de detecter dans une feuille
l'apparition de l'etat induit.

Materiel et methodes

Des epinards {Spinacia oleracea, var. Nobel) sont cultives en jours de huit heures (lumiere:
8 h — 16 h; obscurite 16 h — 8 h), pendant quatre semaines (plantes de JC), ou en lumiere continue
continue, pendant trois semaines (plantes de JL) dans des conditions deja decrites (Penel et
Greppin, 1972),

Les peroxydases basiques sont extraites des quatre premieres feuilles. Trois ä quatre plantes
sont utilisees par extrait (trois essais au moins par experience). Les experiences ont ete
repetees deux a cinq fois selon les cas.

Les feuilles sont broyees au moyen d'un Ultra-Turrax dans une solution de carbonate
de Na 0,05 M et de chlorure de Na 0,05 M (4 ml par gramme de poids frais). Chaque extrait
est filtre et centrifuge a 10.000 g pendant quinze minutes. Quatre ml sont ensuite verses
dans quatorze ml de Na2HP04 0,1 M contenant une quantite standard de CM Sephadex
C50. Le pH final est de 8,5. Apres agitation, l'echangeur d'ions est filtre, lave soigneusement
et mis en suspension dans deux ml de chlorure de Na M. Toutes ces operations sont effectuees
a 4°C en lumiere verte.

Les peroxydases sont dosees par l'oxydation du galacol en presence d'H202 (mesure a

470 nm); les proteines par la methode de Lowry modifiee par Hartree (1972). L'activite des
peroxydases basiques est exprimee en DO a 470 nm par mg de proteines basiques.
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La source d'infra-rouge (IR) employee est une lampe a incandescence Philips E27
typ 13372 E/479. Le rayonnement rouge emis par cette lampe est arrete par un filtre en
Plexiglas bleu. Les plantes re$oivent 70 ergs/sec./cm2 a 730 nm. La source de lumiere rouge
(R) est un tube fluorescent Philips TL 20 W/1S (70 ergs/sec./cm2 a 660 nm).

L'acetylcholine est administree aux plantes par vaporisation sur les feuilles (2 ml par
plante d'une solution 10"M, fratchement preparee). II en est de meme pour le DCMU
(Dichlorophenyldimethyluree).

Resultats

L'exposition d'epinards de jours longs ä diverses durees de lumiere infra-rouge
provoque une diminution immediate de l'activite des peroxydases basiques.
II y a ensuite, pour des temps variables selon le Stade de developpement de la

plante, une augmentation de l'activite (Fig. 1).
Les plantes de jours courts ne presentent pas de diminution initiale de l'activite

des peroxydases basiques sous Taction du traitement IR. En revanche, il s'instaure
rapidement un regime d'oscillations qui se retrouve partiellement chez les

epinards de jours longs (rythme attenue).
Dans les conditions normales de culture, nous observons chez les plantes de

jours courts une activite peroxydasique rythmee (3 periodes distinctes: 24 heures,
90 minutes et 1 minute).

100
<D
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minutes IR

Fig. 1:

Activite des peroxydases basiques de plantes
de jours courts (o) et de jours longs (•) apres
un traitement a l'infrarouge. Les plantes sont
broyees immediatement apres le traitement IR
(a 8 heures le matin).
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Fig. 2:

Action de l'infrarouge et du rouge de courte duree
sur l'activite des peroxydases basiques de plantes
de jours courts (o) et de jours longs (•). Les
plantes sont broyees immediatement apres les
traitements IR et R (a 8 heures le matin).
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Fig. 3:

Action de l'infrarouge et du rouge de

courte duree sur l'activite des peroxydases
basiques de plantes de jours courts (o),
de plantes induites (JC + 24 heures de lumiere)
(•) et de plantes traitees au DCMU (JC + 24 heures
de lumlere + DCMU) Le DCMU est vaporise
au moment du transfert en lumiere continue
(a 16 h). Les plantes sont broyees immediatement
apres les traitements IR et R (a 8 heures le

matin).
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II existe done une difference nette entre les deux types de plantes dans leur

reponse ä une breve illumination ä l'IR. Apres deux minutes d'IR, l'activite des

peroxydases basiques diminue chez les epinards de jours longs et augmente
chez les epinards de jours courts (Fig. 2). Parallelement, il existe une reponse

opposee lors d'une exposition subsequente ä la lumiere rouge. II faut noter que
les plantes en jours longs, dejä induites et en voie de montaison, presentent une
activite des peroxydases basiques bien inferieure ä celle des plantes en jours courts,

purement vegetatives.
Les plantes cultivees en jours courts presentent une reponse de type jours

longs dejä apres 24 heures de lumiere continue, c'est ä dire deux heures au moins
avant que ne soient perceptibles les premiers signes de l'evocation florale au

niveau de l'apex (Fig. 3). Cette induction se traduit d'autre part par une augmentation
de l'activite des peroxydases basiques. L'application de DCMU, par vaporisation,
au moment du transfert en lumiere continue, supprime l'augmentation de l'activite
et maintient chez les plantes traitees une photoreponse de type jours courts (Fig. 3).

L'augmentation de l'activite des peroxydases basiques, consecutive ä l'induction
photoperiodique (24 h de lumiere) peut etre reduite egalement par une eclair de

lumiere infrarouge de quelques minutes, donne ä minuit (Fig. 4).

%r
30

0
minutes Hj..

Fig. 4:

Augmentation en % de l'activite des peroxydases
basiques de plantes induites (JC + 24 heures
sde lumiere), par rapport ä celle de plantes
restees en jours courts, en fonetion de la duree
de l'eclair d'infrarouge qu'ellesont recu ä minuit,
pendant la phase lumineuse inductrice. Les
plantes sont broyees ä 8 heures le matin.

L'acetylcholine peut remplacer la lumiere rouge dans certains processus physio-

logiques; eile pourrait intervenir comme mediateur chimique entre la photoconversion
du phytochrome et les reponses morphogenes. Chez l'epinard, la vaporisation des

feuilles avec une solution d'acetylcholine 10"4M donne des reponses differentes

suivant que l'on traite des plantes de'jours courts ou de jours longs (Fig. 5). Chez

les premieres, le traitement effectue au moment oil la lumiere s'allume provoque
une diminution immediate de l'activite des peroxydases basiques qui tend ä

s'attenuer. Lorsqu'il est effectue au moment oil la lumiere s'eteint, on observe

d'abord une stimulation qui s'attenue progressivement pour aboutir tardivement
äune inhibition. Chez les plantes de jours longs, on observe une augmentation
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de 1 activite. Cet effet ä court terme est comparable ä celui obtenu par l'exposition
ä la lumiere rouge Mais l'acetylcholine a aussi un effet ä long terme, eile peut
remplacer l'mduction obtenue par 24 heures de lumiere continue Des plantes
traitees ä 1 acetylcholine ä la fm de deux jours consecutifs, reagissent le troisieme
jour de mamere identique aux plantes Indultes par des jours longs (Fig 6)

10 20 30 40 50 60
minutes apres trait.

Fig 5

Evolution de l'activite des peroxydases basiques
apres vaporisation d'acetylcholine (plantes de
JL (•), plantes de jours courts traitement
a 8 heures du matin (o), plantes de jours courts
traitement ä 16 heures (D)) par rapport a des
temoins non traites

Discussion

Le mode d'extraction choisi (pH et force lonique relativement eleves) permet
d'obtemr une bonne partie des peroxydases basiques, y compns celles qui sont
attachees electrostatiquement aux membranes ou celles qui sont peu solubles
(Adattody et Racusen, 1967) Cela est important pour suivre le comportement
d'enzymes dont nous avions dejä montre qu'elles subissaient d'importantes
modifications lors de l'mduction photoperiodique (Penel et Greppin, 1972)

Les resultats presentes ci-dessus mdiquent clairement que l'activite des
peroxydases basiques (p i.e superieur ä 8,5) et leur modulation par le phytocbrome
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Fig. 6:

Action de l'infrarouge et du rouge de courte
duree sur l'activite des peroxydases basiques
de plantes de jours courts (o) et de plantes de

jours courts traitees ä 16 heures, pendant
2 jours, ä ['acetylcholine (•). Les plantes sont
broyees immediatement apres les traitements
IR et R (ä 8 heures le matin).

sont largement dependantes de la photoperiode dans laquelle sont cultivees les

plantes. II est done possible par photostimulation de caracteriser l'etat vegetatif
ou floral d'une feuille d'epinard.

II s'agit d'un effet ä court terme du phytochrome, dejä decrit dans la litterature

pour d'autres phenomenes (Tanada, 1968; Yunghans et Jaffe, 1972). II semble

en effet exclu qu'il y ait neosynthese d'enzymes en un si court laps de temps. Ces

resultats pourraient s'expliquer soit par l'intervention de reponses bioelectriques
au niveau des membranes: liees aux appareils transformateurs d'energie (Newman
et Briggs, 1972; Greppin et al., 1973), soit par des modifications conformationnelles
d'un eventuel complexe phytochrome-peroxydases (Tezuka et Yamamoto, 1972).
Les resultats opposes obtenus pour la sequence 2 min. IR — 2 min. R, avant et

apres l'induction photoperiodique, semblent indiquer que celle-ci modifie les

mecanismes immediats de regulation du phytochrome sur certaines enzymes.
L'acetylcholine a egalement, au bout de quelques minutes, une action sur les

peroxydases, action reproduisant l'effet obtenu avec de la lumiere rouge, ce qui
est conforme ä l'hypothese selon laquelle cette molecule est le mediateur chimique
du phytochrome (Jaffe, 1970).

L'IR et l'acetylcholine ont d'autre part une action ä long terme sur les peroxydases
basiques (regulation de genes?). Le premier inhibe ä la fois la floraison et l'augmen-
tation d'aetivite des peroxydases basiques induites par la lumiere continue; la seconde

remplace la photoperiode inductive. Les resultats obtenus avec le DCMU indiquent
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que la photosynthese intervient dans le mecanisme de l'induction photoperiodique,
probablement par l'intermediaire du processus ä haute energie (Bavrina et al., 1969;
Schneider et Stimson, 1972).

Ces resultats nous permettent de penser qu'il y a une relation entre le contröle
de l'activite des peroxydases basiques et les evenements primaires de l'induction
photoperiodique pendant la floraison.

Zusammenfassung

Rotes und infrarotes Licht, sowie Acetylcholin, bewirken eine sofortige
Änderung der Aktivität der basischen Peroxydasen von Spinatblättern. Die Natur
dieser Änderungen hängt von der Photoperiode ab, in der die Pflanzen gezüchtet
werden. Die primären Vorgänge der photoperiodischen Induktion, welche zur
Blütenbildung führen, scheinen mit der Regulierung dieser Peroxydaseaktivität
durch das Phytochrom zusammenzuhängen.

Resume

Les lumieres rouge et infrarouge, ainsi que T acetylcholine, provoquent des
modifications immediates de l'activite des peroxydases basiques des feuilles
d epinards. La nature de ces modifications depend de la photoperiode dans
laquelle sont cultivees les plantes. Les evenements primaires de l'induction
photoperiodique permettant la floraison semblent lies au contröle de cette
activite par le phytochrome ou vice-versa.

Summary

Red and far-red light and acetylcholine induce immediate modifications
of the activity of basic peroxidases in spinach leaves. The nature of these
modifications depends on the photoperiod in which the plants are cultivated.
Early events of the induction that leads to flowering seem to be related to
the control of this activity through phytochrome.

Nous remercions Mme L.von Tobel de sa collaboration technique.
Ce travail est realise grace ä l'appui du Fonds national Suisse de la recherche scientifique

(3.557.71).
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