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et  peroxydasique
 la
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(Evolution ol' the auxin-oxidase  and  peroxidasc activity  during the spinach]s  photo-

periodic induction amd  sexualisation)

   Protein extracts,  prepared from  spinach  leaves, are  analysed  after  a  gel chromate-

graphy on  Sephadex  G-100 and  SE-Sephadex  C-50, The  photopcriodic induction

secTns  related  with  a  faI] of  the  auxin-oxidase  andperoxidase  activities  we  observe

a  change  in the  isozyme number  and  pattern.

   The female plant,s havc morc  isozymes, but the enzymatic  activity  is higher in the

male  plznts.
   The  destruction of  the  ir]dole-S-acetic acid,  in spinach,  is not  strictly  rclated  to

the perox{dases,

    L'etude des enzymes  degradant  1'auxine a  montre  qu'il s'agissait  selon  toute

vraisemblance  de peroxydases, du moins  chez  les plantes sup6rieures  (1, 2).
L:activit6 auxines-oxydaslque  des peroxydases de raifort  purifi6es confirine  ce  fait

(3, 4).

    Les peroxydases existent  dans une  meme  plante sous  diverses formcs mo16-

culaires.  Ces isoz'>,mes peuvent etre s6parees  par 61ectrophor6se (5, 6) ou  sur

echangeur d:ions (7). Les bandes  obtenues  manifestent  Ie plus souvent  une  actlvite

auxines-oxydasique.  Leur  distribution varie  diun organe  k 1'autre. Elles difll>rent
egalement en  raison  de 1'age de 1'organe consid6r6  et  des conditions  ext6rieurcs  (ff, 8) ･
D'autre part, certaines  de ces  bandes peuvent  etre induites dans une  culture  dc tissu

par I'acide indolylac6tique (9). Ces 616ments ont  conduit  certains  auteurs  (5, 10)
h penser quc  la specificit6  et les variations  ontog6netiques  de ces  isozymes 6taient

en  relation  avec  ]a diflErcnciation des tissues.

    (Lhez 1'Epinard, Konishi (11) a  etudi6 I'evelutien de 1'activit6 auxincs-oxy-

dasique globale des feuilles et  des tiges. Il met  en  evidence, chez  les plantes, en

rosette,  une  activite  importantc qu'il nc  retrouve  que  partiellement dans  les plantes
en  montaison.  Endo  (12) arrive  ti s6parer,  par 61ectro.phorese, neuf  bandes peroxy-
dasiques dans la racine  de 1'epinard. Ces  bandes ne  manifestent  ccpendant  aucune

activite  auxines-oxydasique.

    Nous  avolls  cherch6,  dans  cc  travail, ct mettre  au  point une  m6thodc  de s6para-

tion  permettant la mise  en  evidence de plusieurs f'ractions auxines-oxydasiqucs
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distinctes. Pour  cela,  nous  avons  combin6  Ia s6paration  selon  la charge  de la pro-
teine (echangeur d'ions) avcc  la s6paration  selon  Ie poids mol6culaire.  Nous avons

ensuite  examin6  Ia distribution des fractions se}on  l'6tat physiologique de la plante.

Materiel  et  m6thodes

    Des  epinards (spinacia oteracea,  var.  2Vbbet) sent  cultiv6s  sous  une  lumiere blanche
de 4OOO  lux (tubes Sylvania) et i une  temp6rature  de 250C. La  photoperiode est
respectivement  de 8 heures et  24 heures (40 plantes par  s6rie).  Une  s6rie  de plantes,
placee en  journ6cs dc 8 heures, regoit  en  fin de traitement  48 heures de lumiere
continue  (induction photop6riodique). Ce  temps  est sufisant  pour faire passer lc
meristeme  apical  de P6tat v6g6tatif  h 1'6tat floral (13).
    La  diMculte  d'extraire et  de purifier les enzymes  des plantes vcrtes  reside  dans
l'abondance  des substances  phenoliques (fiavonoides, tanins) pr6sentes dans les
tissus. Ce$ polyph6nols forment avec  les proteines des complexes  insolubles.
D'autre part certains  d'entre eux  sont  des inhibiteurs de l'activite auxines-oxy-

dasique, Le polyvinylpyrrolidone insoluble (PVP) Polyclar AT  permet d'eliminer
une  grande partie des substances  ph6noliques grSce a  la facult6 de se lier fortement
a elles,  Une  partic des polyph6nols restants  est enlevee  par filtration sur  gel Sephadex
G-25,

    L'extrait est pr6pare avec  Ies feuilles 3 i 8 de 1'epinard. Au  moment  du pr61eve-
ment,  les plantes en  resette  (jours courts)  ont  l8h  20 feuilles. Les plantes sexuees

(jours continus)  ont  25 feuilies et  2e cm  de hauteur.

    Les feuilles (poids frais de 8 g) sont  immed;atement congelees  avec  de la glace
carbonique  et  broy6es dans  un  mortier  congel6.  La  poudre  obtenue  est agit6e

pendant  une  heure dans 80 ml  de tampon  phosphate  O,06 M,  pH  7, contenant  12 g
de PVP.  Apres filtration et centrifugation  bl 6 OOOxg  le surnageant  est concentre,

soit  par pr6cipitation avec  du  sulfate  d'ammonium  (solution satur6e)  soit  par ultra-
filtration sous  pression. L'extrait est  ensuite  passe sur  une  colonne  de gel Sephadex
G-25. Seules les prot6ines sont  conserv6es.  La  solution  rccueil}ie  est concentr6e

de la meme  fagon que precedemment. Le  pr6cipite qui peut apparaitre  au  cours

des manipulations  est elimine par  centrifugation.

    Les 4 h 5 ml  des solutions  prot6iniques (pr6alablement amen6s  h pH  5,4) sont
intreduits dans une  colonne  de 1,5 cm  cle diametrc, contenant  60 cm  de gel Sephadex
G-IOO sur  lequel a  6te place 15cm  d'echangeur  de cations  SE-Sephadex C-50

prepare comme  Pindiquent Sequeira et  Mineo  (7). Les deux gels sQnt  separ6s  par
unemembrane  Sartorius dont les pores ont  6 nm.  L'echangeurd'ions  est6quilibr6

dans un  tampen  phosphate O,06 M,  pH  5,4; le gel G-1OO  dans un  tampon  phosphate
O,06 "f, pH  7. L'elution est  faite avec  le tampon  phosphate  pH  5,4. La  transmission

de l'eiuat est enregistr6e  za 280 nm.  On  recueille  des fractions de 30gouttes. Apres
12 fractions, on  ajoute du NaCl  O,2 M  dans 1'61uant.

7'ksts enaymatigzaes

Auxines-oaydases: 1 ml  d'extrait (aliquote d'une fraction de 30 gouttes), 1 ml
de KH2P04  O,02 M,  1 ml  de dichlorophenol O,O04%, 1 nil  de MnC12  O,Ol%,  I ml
d'acide indolylac6tique (solution de 100 rl'ml). Apres  incubation de 2 heures, 1 ml
de ce  m61ange  est  ajout6 h 4 m!  de reactif  de Salkowsky, prepare d'apres Pilet (15).
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La coloration  est mesur6e  au  bout  de 15 minutes,  h 535 nm  sur  un  colorimetre.

Pero)tydases: 3 ml  de tampon  phosphate  e,06 M,  pH  6,I, 1 ml  de solution  de gaiacol
e,5%,  O,1 ml  d'extrait et  1 ml  d'eau oxygenee  O,25% sont  incubes pendant  30

minutes.  La  densit6 optique  est lue ii 470 nm.

R6sultats

    Les activit6s  enzymatiques  obtenues  se  divisent en  deux zones;  la premibre  est

constituee  par les prot6ines qui nc  $ont  pas rctcnues  par l'6changeur de cations;  la
secondc  (d6croch6e en  ajoutant du NaCl  O,2 ){ in 1'61uant) est form6e des prot6ines
qui sont  retenues  par I'6changeur de cations.  Au  sein  de ces  deux  zones,  le gcl
Sephadex G-IeO  opere  une  deuxieme  s6paration  bas6e sur  la taille des molecules.
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Les pics et  les 6paulemeltts ainsi  obtenus  peuvent  etre retrouv6s  d7une plante h 1'autre,

pour pcu que les conditions  de travail soient  bien standardis6es.

    Lcs 6pinards cultiv6s  en  .iours courts  montrent  une  forte activite  auxines-oxy-

dasique et  peroxydasique  (9 h 10 fractions auxines-oxydasiques  et au  moins  7 iso-
peroxydases peuvent etre mises  en  6vidence). L'activit6 est  surtout  localis6es au

niveau  des cnzymes  cationiques  dent  la premiere  bande peroxydasique a  une  activit6

particulierement 61evee,

    Si 1'on expose,  ces  memes  6pinards, a 48 heures de lumiere blanche coRtinue,

c'est-i-dire  h des conditions  de photoinduction, les activites  auxines-oxydasiques  et

peroxydasiques baissent de moiti6.  La  r6partitEon  entre  les deux  zones  tend  h

 AIAdetrultspgA-1

  1OO

80

60

40･

20

O.5

O.4

o.s

O.2

C.I

   

                     rP Froctions

Fig. 4. Mksure, `ipras  soparation  sur  un  .ffel Sophadex G-100etSE-Saphadex
C-50, de l'aativi-te atLxines-o)tpttin,si.eue et peroaydosigue d'un extrait  Protiinigue
d'opinards ,flemettes clt.rti.vgs  en  lumiire continue.
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s'6quilibrer.  On  consLate,  de plus, une  augmentation  des fractions auxines-oxy-

dasiques et peroxydasiques. La  premiere isoperoxydase cationique  perd  la meitie
de son  activit6.  Seule la derniere fraction auxines-oxydasique  conserve  une  forte
activite.

    Les 6pinards cultiv6s  enjours  continus  fieurissent au  bout  de 4 h 5 semaines.

Ilya  des plantes males  et  des plantes femelles. La  comparaison  des activit6s  enzy-

matiques  6ntre les sexes  fait apparaitre  un  certain  nombre  de diffISrences. Les activit6s

globales sont  clu memc  ordr ¢  dc grandeur  que cellcs  d'un  epinard  diejours courts

ayant  subi  48 heurcs d'induction. Elles sont  plus fortes pour  le male  quc peur la
femelle. Il >, a  moins  d'isozymes chez  le male.  Les auxines-oxydases  se  trouvent

egalement r6parties  dans Ies deux  zones,  tandis  que 1)activit6 peroxydasique est

plus forte dans la deuxieme partie.
    Chez la femellc, le nombre  des firactions est  plus 6Iev6 (11 auxines-oxydases  et

IO peroxydases). Les auxines-oxydases  anioniques  ont  une  assez  faible activite,

sc  rapprochant  du profi1 obtenu  avec  des plantes de jours courts.

                            Discussions

    Si 1'on admet  que  ]'activite auxines-oxydasique  est  61ev6e dans un  tissu, lorsque
le taux  en  auxines  y est faible et  vice-vcrsa,  il est  logique que  les plantes en  rosette

manifestcnt  une  forte activit6  et  que, la mise  en  .i ()urs  continus  provoquant  la montai-
son  fasse baisser ccttc  activit6.  Notons que  ce  resultat  est en  contradiction  avec  le
travail de VNJatanabe et Stutz (15) qui, chez  le lupin, ne  trouvent  pas de difft5rences
d'activite dans les feuilles de plantes cultiv6es  en  jours courts  et  en  jours longs.
L'activit6 plus faible des femelles par rapport  aux  males,  correspond  h un  taux  en

auxines  plus 61ev6. chez  Ies premieres; ceci  sL. traduit  d'ailleurs par une  croissance

beaucoup  plus importante  des rameaux  ]ateraux ainsi  que par des {'euilles et des

p6tioles plus allong6s,

    Ii'6volution des fractions est 6galeinent significative;  Il y en  a plus chez  les
i'emelles que  chez  Ies ma]es:  ce  qui correspond  h une  diflk}renciation plus poussee.
L'augmentation de leur nombre,  apres  48 heures de passage en  jours continus,

indique une  rapide  mise  en  plac¢  d'un nouveau  type  de metabolisme  lie au  ph6-
nomene  d'induction. Les changements  spectaculaires  dans  1'activite de certaines

fractions permettent de supposer  qu'elles sont  li6es au  ph6nomene  de 1'induction

photop6riodique.
   Enfin, nos  m6thodes  de s6paration  ne  pcrmettcnt pas dc dissocier les activit6s
auxines-oxydasiques  et  peroxydasiques. Des  essais  comp16mentaires  nous  ent

montr6  que Ies polyphenols-oxydases ne  sont  que  tres partiellement superposees  aux

auxine$-oxydases.  On  peut donc en  conclure  que Ie catabolisme  auxinique  chcz

1'epinard est  assur6  par  les peroxyclases.

   ]Llous remcrcions  vivement  le professeur P. E. Pilet pour scs  nombreux  conseils.  Ce  travail est

r6alis6  grace ft ]'appui diu Fondis national  suissc  dc la rcchcrche  scieutifigue  (3. 177. 69),
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