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Rt%un&Dans les feuilles jeunes de Kalanchoe bfossfeldiuna, les jours courts induisent une rapide augmenta- 
tion de l’activitk de la PEP carboxylase et de l’enzyme malique, qu’accompagne le d&eloppement d’un 
rythme circadien d’activit8, propre ii chacune de ces enzymes. Cette action est annulCe par un bref klairement 
rouge don& au milieu de la nuit longue. Une hypothkse de travail propose, pour ce processus, un m&anisme 
bad sur l’activation de la synthi%e de PEP carboxylase par le systeme du phytochrome et sur une rkgulation 
de son activit6 par l’acide malique. 

Abstract-In young leaves of Kalanchoe blossfeldiana, short days induce a rapid rise in PEP carboxylase and 
malic enzyme activities together with the establishment of a circadian rhythm of activity. This action is 
inhibited by red light given as a night-break. As a working hypothesis for this process, we propose a mechanism 
based on the activation of PEP carboxylase synthesis by the phytochrome system and feedback regulation of 
its activity by malic acid. 

INTRODUCTION 

L’IMPORTANTE fluctuation journalike de la teneur en acides organiques, particuli&ement 
en acide malique, remarqke tout d’abord dans les feuilles de Crassulactes, mais observCe 
Cgalement chez plusieurs espkces non crassulentes, a &tC l’objet de nombreux travaux et de 
mises au point importantes. l--3 Ce “ MCtabolisme Acide des CrassulacCes” peut Ctre schkma- 
tiquement dCcrit comme ttant une forte accumulation d’acide malique dans les feuilles 
pendant la nuit, suivie, Zt la lumike, d’une baisse sensible de teneur en cet acide. D&s que 
le r61e du CO2 en tant que substrat direct pour la synthtse d’acide a CtC compris, un certain 
nombre de travaux utilisant le 14C02 ont permis d’Ctablir comme voie de synthkse immediate 
la @arboxylation du phosphoenolpyruvate (PEP) suivie de la reduction de l’oxaloacCtate 
en malate. Le r6le d’enzymes responsables a ainsi ttt attribut & la PEP carboxylase (EC 
4.1.1.31) et Zt la malique dkshydrogknase g NADHz (EC 1.1.1.37), pour la synthbse d’acide 
malique, et, pour sa degradation h l’enzyme malique ZI NADP (EC 1.1.1 .40).4 

Dts 1954, Gregory, Spear et Thiman$ observbrent que le cultivar Tom Thumb de 
Kalanchoe blossfeldiana montrait, en rtgime de jours courts, une aptitude k la fixation nocturne 
et & 1’6mission diurne de C02, inexistante en jours longs, et n’apparaissant pas en jours courts 
accompagnCs d’interruption de la nuit. L’Ctude de ce diterminisme photopkriodique 
caracttrist a ttt plus rkcemment reprise et dtveloppCe au Phytotron de Gif: le nombre crois- 
sant de jours courts (pendant une durCe d’expkrience de 5 semaines) provoque une augmenta- 
tion exponentielle de la teneur en acide malique, do& en fin de nuit, ainsi qu’une ainplification 

1 S. L. RAN~ON et M. THOMAS, Ann. Rev. PIant Physiol. l&81 (1960). 
* J. WOLF, Handb. PJanzenphysiol. XII-5 809, Springer-Verlag, Berlin (1960). 
3 A. MOYSE, Travaux dkdiks d Lucien Plantefol, 21, Masson et Cie, Paris (1965). 
4 D. A. WALKER, Biochem. J. 74,216 (1960). 
5 F. G. GREGORY, I. SPEAR et K. V. THIMANN, Plant Physiol. 29,220 (1954). 
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de ses oscillations journalieres; par contre, l’interruption de la nuit longue par un court 
eclairement rouge emp&che cette action. 6, ’ Ces resultats obtenus avec Kulanchoe bloss- 
feldiana suggeraient dune part l’hypothtse d’une commande photoperiodique du niveau de 
synthese des enzymes responsables, ou de leur activitt, et d’autre part, le fonctionnement de 
mecanismes de regulation justifiant les oscillations de mttabolite constatees. 

Plusieurs travaux ont rendu compte, independamment du facteur photoptriodisme, de 
l’existence d’oscillations circadiennes dans I’activite de certaines enzymes ou groupes 
d’enzymes. 11 en est ainsi des phosphatases, etudites par Ehrenberg sur Kulunchoe bloss- 
feldiana,* plus tard par Sanwal et Krishnan9 chez les Cactus et recemment par Mishra et 
Mohanty sur Vigna cutjan:’ ces auteurs trouverent pour les phosphatases une activite 
maximum au milieu de la journee, ce qu’ils ont associt, citant Rae,” a la baisse de teneur 
en acides organiques susceptibles d’inhiber I’activitt des enzymes. D’autre part, Sanwal et 
Krishnan, dans le travail cite,’ constaterent une augmentation d’activite de l’aldolase a 
l’obscurite, ce qu’ils ont suggere &tre une response adaptative conduisant a une plus forte 
synthese de PEP, accepteur de CO2 dans les reactions d’acidification nocturne. Par ailleurs, 
les rythmes circadiens et les mecanismes oscillatoires des transaminases et autres enzymes du 
metabolisme des acides amines ont ttt Ctudits dans le foie de rat.12* l3 

Beaucoup moins nombreuses sont, par contre, les etudes concernant les variations 
d’activite enzymatique en reponse a des changements de traitement photoperiodique. Et, 
bien que Walker14 et Stiller,15 comme le soulignent Beevers et c011.,‘~ n’aient pas remarque 
ce type de variations pour les enzymes directement associees a la synthese de malate chez les 
Crassulacees, l’observation recente *’ de l’apparition, dans les cotyledons de Pharbitis nil 
place en nuits longues, d’ARNm de constitution differente de celle observee en nuits longues 
interrompues, renforce l’hypothese de l’existence de telles modifications dans le contingent 
enzymatique responsable de sequences du metabolisme sensibles a la photoperiode. 

C’est dans ce cadre que se place le travail rapport& ici, lequel concerne les variations 
d’activite des enzymes de synthbe et de degradation de I’acide malique mesurees dans I’extrait 
soluble total de jeunes feuilles de Kalunchoe blossfeldiuna Tom Thumb cultives en jours longs 
puis places en jours courts avec ou sans interruption de la nuit. Le point de vue sous lequel 
cette etude a &C conduite Ctait la mise en evidence d’tventuels changements de potentialite 
enzymatique de ces feuilles sous l’action cumulative des jours courts, changements qui 
justifieraient les variations de concentration d’acide malique deja observtes. En d’autres 
termes, la question ttait de savoir si faction du systeme photosensible de type phytochrome, 
de l’etat duquel depend le taux de synthese de l’acide malique par carboxylation nocturne, 
modifiait le niveau de la “population” des enzymes concerntes ou, au contraire, affectait la 
capacitt d’utilisation par les tissues d’enzymes toujours disponibles. 

6 0. QUEIROZ, Physiol. Vt!g. 3,203 (1965). 
7 0. QUEIROZ, Physiol. V&g. 4,323 (1966). 
8 M. EHRENBERG, PIanta 43,528 (1954). 
9 G. G. SANWAL et P. S. KRISHNAN, Nature 188,664 (1960). 
10 D. MI~HRA et B. MOHANTY, Planta 75,239 (1967). 
*I J. J. RAO, Proc. Indian Acad. Sci. 62B, 149 (1965). 
12 V. R. POWER, R. A. C&BERT et H. C. PITOT, Advan. Enzymol. Regul. 4,247 (1966). 
13 M. GIVEN, R. ULRICH, B. M. TRIMMER et C. B. BROWN, Science 157,1563 (1967). 
14 D. A. WALKER, Ph.D. Thesis, Newcastle-upon-Tyne Univ. (1956). 
13 M. L. STILLER, Ph.D. Thesis, Purdue Univ. (1959). 
16 H. BEEVERS, M. L. STILLER et V. S. BUTT, Plant Physiol. IVB, (ed. F. C. STEWARD), p. 119, Academic Press, 

Londres et New York (1966). 
17 K. YOSHIDA, K. UMEMURA, K. YOSHINAGA et Y. OOTA, Plant Cell Physiol. 8,97 (1967). 
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RI?SULTATS 

Le premier point dont il faut tenir compte est la diff6rence d’ordre de grandeur de I’activitd 
des trois enzymes considkrkes (Tableau 1): l’activite de la PEP carboxylase et de l’enzyme 
malique, de l’ordre de quelques unit& d’enzyme par mg de matike s&he (UE/mg PS), est 
toujours tellement plus faible que l’activitt de la malique dCshydrogCnase que celle-ci ne 
doit, &priori, jouer aucun r6le rCgulateur dans la sequence de rtactions. On peut par contre 
s’attendre g une rkgulation au niveau de la PEP carboxylase dans la mesure oh elle intervient 
dans un branchement mktabolique important, lui assignant probablement un r61e anaplkroti- 
que.18 Chez Escherichia coli, une telle regulation semble assurde par l’action de produits 
terminaux, comme l’acide malique ou aspartique, ainsi que par l’acetylcoenzyme A,lg alors 
que les enzymes extraites de feuilles d’kpinard n’ont pas montrC les mCmes caract6ristiques;20 
d’autre part la rtgulation de la PEP carboxylase par l’acide malique agissant comme produit 
terminal a ttC ttablie dans les racines de mak21 

TABLEAU 1. EXEMPLE D’ACTIWI% DES ENZYMES INTERVENANT DANS LA 
SYNTHtiSE ET LA Db3RADATION DE L’ACIDE MALIQUE 

Enzyme 

Activitk en UE/mg PS* 
r , 

JL 35e JCfNI 35e JC 

PEP carboxylase 0,20 0,45 3,43 
Malique d&hydrog&nase 68,70 76,50 250,OO 
Enzyme malique 0,26 144 0,99 

* Mesuree B 18 h, au d&but de I’exp&ience, en jours longs (JL) et 
apr&s 35 jours courts (JC) don& avec ou sans interruption de la nuit 
WI). 

Dans les extraits non purifiCs de Kalanchoe blossfeldiana, l’acetylcoenzyme A n’a montre 
aucune action sur l’activitt de la PEP carboxylase; par contre celle-ci est inhibke par l’acide 
malique en tant que produit terminal de la skquence enzymatique, ti des concentrations qui, 
comparativement, ne modifient pas sensiblement l’activitk de la malique dbhydrogenase 
seule.22 La non-rkversibilitk d’action de cette dernitre a Cgalement ttC vtrifiCe. 11 semblait 
done vraisemblable de voir l’augmentation en acide malique due aux jours courts se rkpercuter 
en retour sur l’activitt de la skquence de synthtse, au niveau de la PEP carboxylase. La Fig. 1 
met en evidence que l’action cumulative des jours courts, sur l’activitk de cette enzyme prksente 
un double aspect: augmentation progressive des valeurs et dtveloppement d’un rythme 
circadien qui Cvolue avec le nombre de jours courts. Plus prtcidment il est & constater que: 

L’activitC va en augmentant dans l’ensemble du cycle nycthCmtka1, lentement d’abord, de 
plus en plus vite ensuite & mesure qu’augmente le nombre de jours courts; 

SimultanCment, il y a dkveloppement d’un pkriodisme circadien dans lequel l’kcart 

18 H. L. KORNBERG, Essays in Biochemistry, 2 (ed. P. N. CAMPBELL et G. D. GREVILLE) p. 1, Academic Press, 
Londres (1966). 

19 J. L. CANOVAS et H. L. KORNBERG, Biochem. Biophys. Acra %, 169 (1965). 
20 K. IZUI, K. IWATANI, T. NISHIK~D~ et H. KATSUKI, Biochem. Biophys. Acta 139, 188 (1967). 
21 I. P. TING, Plant Physiol. 42, S-3 (1967). 
22 0. QUEIROZ, Physiol. VPg. 6, 117 (1968). 
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entre la plus forte et la plus faible valeur de la journee va en augmentant, tandis qu’il y a un 
deplacement apparent de ces points d’activite maximum et minimum: ceux-ci sont situ&, 
en jours longs et pendant les premiers jours courts, respectivement a 9 h et a 18 h; mais 
l’augmentation d’activite h 18 h &ant de plus en plus rapide par rapport a celle qui a lieu a 
9 h, le maximum d’activite se place par la suite vers 18-19 h, c’est-a-dire en fin de jour ou 
debut de nuit, et le minimum vers 9 h, fin de la nuit, ou peut-etre encore plus t6t, dans la 2eme 
moitie de la nuit. 

Parallelement a cette action sur la PEP carboxylase, le passage d’un regime de jours 
longs a un regime de jours courts provoque en ce qui concerne l’enzyme malique (Fig. 1) 
une augmentation globale d’activite qui tend a plafonner des le 10 &me jour court, avec un 
maximum qui s’etablit vers 9 h et un minimum vers 18 h. 
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Fm.1. ACTIVITB,ENUNITESD'ENZYMEPAR~~DEMA~BRESI~HE,DELA PEP CARROXYLASE (A) ETDE 
L'ENZYMEMAL~QUE(B),AUD~PARTDEL'EXP~RIENCE,ENJOURSLONGS(~),AU~~(~),~~~,(~),~~~(~) 

ET 3i'e (V) IOURS COURTS, AINSI QU’AU 3% JOUR COURT AVEC NUIT INTERROMPUE (0). 

Ces dosages, effectuts en presence de teneurs saturantes de substrat, donnent done une 
mesure de la capacite’ enzymatique nette, c’est-a-dire des possibilites enzymatiques des tissus 
aux differentes heures du jour, suivant le nombre de jours courts recus. I1 est interessant de 
considtrer dans ces conditions l’evolution du rapport de la capacite de synthese a la capacitt 
de degradation d’acide malique (Fig. 2): il apparait que la capacite de synthese, d’abord 
globalement plus faible, prend, plus ou moms rapidement selon l’heure du jour, le dessus 
sur la capacite de degradation, pour devenir nettement beaucoup plus forte qu’elle a 18 h et 
pendant le debut de la nuit. 

L’ensemble de cette action des jours courts est completement ernpSch.5 si ceux-ci sont 
accompagnts d’interruption de la nuit par un court Cclairement rouge. I1 est a remarquer, 
cependant, que les plantes soumises a cette interruption de la nuit ne restent pas, pour ce qui 
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est de l’activitt des enzymes considerees, dans un Ctat strictement equivalent a celui des plantes 
en jours longs : une certaine activite de la PEP carboxylase se dtveloppe, avec un maximum 
nettement marque a 18 h, tandis que l’enzyme malique acquiert une activite plus forte, a 
peine moins grande que celle atteinte en jours courts, avec un maximum situ6 vers 18 h. 
11 semble done que le regime photoperiodique de jours courts avec nuit interrompue soit, du 
point de vue de ces reactions enzymatiques, different d’un regime de jours longs, et tree une 
plus forte capacite de degradation d’acide malique. Ceci est d’ailleurs confirm6 par des 
mesures de crassulence des feuilles : cette dernike augmente tres vite avec le nombre de jours 
courts, alors qu’en regime de nuit interrompue elle devient significativement plus faible que 
celle de feuilles de plantes maintenues en jours longs de 16 heures. 11 est vraisemblable que la 

FIG. 2. RAPPORT DE L’ACTIVIT~ DE LA PEP CARBOXYLASE A L’ACIT& DE L’ENZYME MALIQUE AU 
10e (O), 18e (A), 27e (0), ET 37e (0) J0uR.s COURTS, AINSI Qu’A~ 37e dour could .4vEc NUT INTER- 

ROMPLJE (0). 

difference de nombre d’heures d’tclairement joue ici un role, independamment de considtra- 
tions de photoperiodisme au sens strict. 

Une interpretation globale de ces rbultats, obtenus sur la fraction cellulaire soluble 
totale, nous amene a proposer, comme hypothtse de travail, l’existence d’un mecanisme 
d’action du photoperiodisme sur cettechaine de reactions enzymatiques qui pourrait s’appuyer 
schematiquement, en premiere analyse, sur les &apes suivantes: 

1. Le regime de jours courts agirait, par le truchement du systeme percevant le photo- 
periodisme (systeme du phytochrome) sur le niveau d’activitt de la “population” de PEP 
carboxylase: avec le nombre de jours courts recus par la plante, la concentration en enzyme 
active augmente de plus en plus vite (l’activitt dosee a 18 h, au debut de la nuit, est une fonction 
exponentielle du nombre de jours courts-cc qui est a rapprocher du fait que la teneur en 
acide malique, dosee en fin de nuit, augmente elle aussi exponentiellement en fonction du 
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nombre de cycles.‘) La question poste au depart semble done pouvoir etre tranchee, du 
moins pour ce qui est de la PEP carboxylase: le potentiel enzymatique disponible est dif- 
ferent dans les feuilles en jours courts de celui des feuilles en jours courts avec nuit interrompue 
(ou en jours longs). Par contre, les rtsultats ne permettent pas de decider s’il s’agit, en jours 
courts, dune augmentation de synthese d’enzyme, de nouo, ou dune activation de molecules 
deja prtsentes. On peut seulement noter que I’augmentation d’activite, Ctant graduelle, sur 
un espace de temps tres long, et non abrupte, parait suggerer une evolution adaptative du 
taux de synthese. Quoi qu’il en soit, les considerations que l’on peut faire sur le processus en 
jeu sont actuellement strictement speculatives. 11 convient seulement de rappeler l’existence 
chez Pharbitis nil” d’ARNm de constitution differente suivant la photoperiode a laquelle 

les plantes sont soumises; 
2. L’augmentation de l’activite de la sequence de reactions aboutissant a la formation 

d’acide malique entrainant une augmentation de teneur en ce dernier, l’eventualitt d’une 
regulation par “feedback” au niveau de la PEP carboxylase pourrait &tre considkee. Cette 
hypothese s’appuie sur des arguments de deux ordres: exptrimentalement, la possibilite 
d’inhibition de la PEP carboxylase par l’acide malique a CtC confirmee, comme il a deja CtC 
dit ; thtoriquement, ce type de regulation entraine l’apparition d’oscillations dans l’activite 
de l’enzyme et, par voie de consequence, dans les teneurs du produit terminal,23-25 qui est 
ici l’acide malique. 

Un probleme peut alors &tre ici soulevt: les oscillations circadiennes observees resultent- 
elles de synchronisations dues au couplage de reactions catalytiques ou sont-elles la mani- 
festation d’un rythme endogene ? 11 n’est pas impossible qu’une telle alternative soit en fait 
surtout de caractere methodologique, tout au moins au niveau du fonctionnement de se- 
quences de reactions enzymatiques. I1 est trb remarquable que des etudes sur les reactions 
enzymatiques pCriodiques26 ou sur le mecanisme des oscillations autoentretenues dans les 
systemes de reactions catalytiques,Z6-28 aboutissent a des traces trts proches de ceux enregistres 
a partir de travaux sur les horloges internes. D’ailleurs, une telle distinction tend a disparaitre 
des etudes, comme celle de Goodwin,25 qui recherchent un mecanisme fondamental pour les 
phtnomenes oscillatoires au niveau moleculaire. 

Dans le travail present, qui n’a jamais CtC envisage comme une etude d’horloge interne, la 
“compensation” de l’action de la temperature vis a vis du rythme n’a pas ete Ctudiee systemati- 
quement. 22 I1 faut cependant remarquer que Wilkins29 a etabli l’existence d’un rythme 
endogtne d’emission de CO2 chez Bryophyllum et que, dans le materiel utilise ici, des experi- 
ences preliminaires (rtsultats non publies), ont montre que si des plantes soumises a un 
regime de jours courts sont transferees en lumitre continue, un rythme d’tmission de CO2 
persiste quelque temps (72 a 96 h), correspondant au pit normalement observe en debut de 
journee. 

Un dernier point qui merite discussion dans le tract des courbes d’evolution d’activite de 
la PEP carboxylase (Fig. 1) est la forme que tend a prendre le pit d’activitt, vers 18 h. Aufur et 
a mesure qu’augmente le nombre de jours courts recus, l’amplitude d’oscillation augmente 
et l’activite change de man&e tres abrupte d’une valeur tres basse a sa valeur la plus forte; de 

23 C. S. PIITENDRIGH, V. G. BRUCE et P. KAUS, Proc. Nat1 Acad. Sci. 44,965 (1958). 
24 R. A. SPANGLER et F. M. SNELL, Nature 191, (1961). 
25 B. C. GOODWIN, Temporal Organisation in Cells, Academic Press, Londres et New York (1963). 
26 J. A. CHRISTIANSEN, Advan. Enzymol. 23, 83 (1961). 
27 J. HIGGINS, Proc. Nat1 Acad. Sci. 51, 989 (1964). 
28 C. WALTER, R. PARKER et M. YEAS, J. Theoret. Biol. 15,208 (1967). 
2g M. B. WILKINS, .I. Exp. Botany 10, 377 (1959). 
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mQme, apr&s le pit, la baisse d’activit6 est t&s rapide. GarfinkeljO a montr6 qu’un tel com- 
portement peut exister dans un syst&me metabolique complexe dkpendant d’un nombre 
61evB d’activateurs et d’inbibiteurs. Walter, Parker et YCas27 ont d&eloppC 1’6tude d’un 
modMe bask sur des fonctions Hriodiques, permettant d’introduire une logique binaire dans 
les sCquences de &actions enzymatiques et susceptible de rendre compte de telles variations 
brusques. Mais dans un tel modkle, la valeur moyenne de l’oscillation reste constante, ce 
qui n’est pas le cas pour I’Cvolution d’activitC de la PEP carboxylase, qui va en augmentant. 
Et finalement ce comportment (y compris la dissymetrie du pit, qui s’Ctablit plus rapidement 
qu’il ne disparait) est davantage approchB par une fonction de type Van der Pol, modifite31 
(utilisee dans les Ctudes de rythmes endogknes), si l’on considtre que l’action cumulative 
(envisagte dans le 1”) du systdme du phytochrome, dont 1’Ctat prtsente lui-mbme des variations 
circadiennes, puisse jouer le r6le de “Zeitgeber”; 

9 14 18 0 

heure 

FE. 3. VAR~ATIONDELATENRUREN ACIDE MALIQUEAU lOe(o),18e (A), 27e(o), ET 37e(v)1ouRs 
COURTS, AINSIQU’AU 37e JOUR couRT AVEC NUIT INTERR~MPUE(O). 

3. Les oscillations de la teneur en acide malique (maximum en fin de nuit, minimum en 
fin de jour) (Fig. 3), induiraient A leur tour des oscillations dans l’activitd de l’enzyme malique, 
dont il est le substrat (le taux de disparition d’acide malique A la lumitre est strictement 
proportionnel A la teneur atteinte en fin de nuit’). Le dkphasage entre les variations journali- 
&-es d’activitC de la PEP carboxylase et de l’enzyme malique tendrait B confirmer qu’une 
mBme cause ne les provoque pas toutes deux directement. 

Sous le dkterminisme fondamental schCmatisC dans ces trois &apes, l’activitt effective 
des enzymes directement responsables de la synthhse et de la dbgradation d’acide malique 
se dtroulerait dans les conditions localement c&es par la plus ou moins grande quantitt 

30 D. GARFPXEL, J. Biol. Ckm. 241,286 (1966). 
3* R. WEVER, Circadian Ckxks (&d. J. ASCHOFF), p. 47, North-Holland, Amsterdam (1965). 
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d’acide malique present selon les heures,28 par la valeur du pH cellulaire qui en rtsulterait, 
favorisant tant6t l’une tantot l’autre des enzymes, 28 et tventuellement par le degre de dif- 
fusion du COZ et de compartimentation du metabolisme. 

La poursuite de ce travail visant a confirmer ou B infirmer l’hypothese de mecanisme pre- 
sentee ci-dessus doit porter essentiellement, d’une part sur la recherche du niveau du processus 
de synthtse de la PEP carboxylase qui est tventuellement modifie par les jours courts, ainsi 
que sur la regulation de cette enzyme, d’autre part sur la realisation de modeles in vitro 
concernant la lere Ctape proposte. 

En tout ttat de cause, les resultats acquis soulignent que la possibilititt d’une action du 
photoperiodisme, et m&me d’une action de type cumulatif, peut constituer un facteur non 
negligeable dans le fonctionnement et la regulation de chaines de reactions du metabolisme 

intermediaire chez les plantes. 

MATERIEL ET METHODES 

Les plantes utilisees proviennent d’un clone. Les boutures sont cultivees en jours longs 
de 16 h pendant environ 6 semaines et plactes ensuite soit en jours courts de 9 h, soit en jours 
courts accompagnes d’interruption de la nuit par un tclairement rouge non trophique donnt 
de 01 h 15 a 01 h 45 par un tube fluorescent Philips TL 40 W 15. Dans la journee, l’eclaire- 
ment est assure dans toutes les conditions, parles plafonds lumineux standardises du phytotron 
de Gif, qui permettent au niveau des plantes une Cnergie d’environ 115 000 ergs/cm’,!sec. Les 
temperatures sont de 27” de 9 h ?I 18 h et de 17” de 18 h B 9 h quelle que soit la longueur du 
jour don&e, pour tviter, lors du passage de jours longs en jours courts, la complication 
suppltmentaire qu’introduirait un changement simultant de thermoperiode. 

Les mesures portent sur les jeunes feuilles de rang 2 B compter du I’apex, prelevtes alors 
que le rang 1 est constitue par la paire de petites feuilles encore plus ou moins appliquees 
verticalement l’une contre l’autre. Lors de la verification de la repetabilite des experiences, il 
convient de s’assurer que la difference des valeurs du rapport (PF-PS)/PS ne dtpasse pas ? 5 % 
pour des mesures comparatives correspondant a un nombre donne de jours courts. Une 
feuille de chaque paire sert au dosage des acides organiques, par chromatographie sur colonne,(j 
tandis que la seconde feuille de la paire subit l’extraction en vue des dosages d’activite 
enzymatique. Le tampon d’extraction contient par ml, 10 pmoles de glutathion, 5 pmoles de 
MgC12, 1 mg de polyethylene glycol et du tampon tris-HCl en concentration, calculee d’apres 
un echantillon des feuilles, ntcessaire pour obtenir un pH de 7,4 dans le broyat. Celui-ci est 
obtenu en moins de 10 secondes, dans un broyeur de type Ten Broek. Tampon et broyeur 
sont prealablement refroidis. Les broyat est alors soumis a des centrifugations successives 
B 120 000 g jusqu’a activite negligeable du surnageant en malique deshydrogenase (qui 
temoigne de l’tpuisement de l’tchantillon, cette enzyme montrant, dans ces extraits ,une 
activite au moins plusieurs dizaines de fois plus forte que celle des autres enzymes en etude). 
Toutes les manipulations d’extraction sont effect&es a 2”. 

Les reactions, ttudiees sur Ze surnugeant total, sont suivies dans un spectrophotometre 
Beckman DK 2 Cquipt de stabilisateur de temperature et dispositif d’enregistrement pour 
I’ttude des cinetiques des reactions: les variations lineaires de densite optique, a 340 nm, 
correspondant a l’oxydation du NADHz ou a la reduction du NADP, sont suivies pendant 
au moins 15 minutes. La proportionnalitt entre la pente de la variation et la concentration en 
enzyme est toujours verifiee. La composition des milieux reactionnels permet l’activite 
enzymatique maximum dans les conditions de temperature et de pH utilisees (24” et pH 7,4). 
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Les rksultats sont corrigks d’aprks les activitks des oxydases des pyridine-nucltotides mesurkes 
en absence de substrats et sont exprimhs en “unites d’enzyme” par mg de mat&e s&he 
(l’unit6 d’enzyme &ant dkfinie comme l’activitt enzymatique provoquant une variation de 
den& optique de 0,Ol par minute). 

Le milieu rkactionnel pour le dosage de la malique dtshydrogdnase (EC 1.1.1.37) contient, 
pour 3,0 ml de volume final, en pmoles, 5 de MgC&, 5 d’oxaloadtate, 0,27 de NADH2, et 
solution d’enzyme correspondant B 0,01-0,03 mg de mat&e s&he de feuilles. La PEP 
carboxylase (EC 4.1.1.31) est do&e par couplage avec la riduction d’oxaloac&ate qu’elle 
produit, rkduction effectute par la malique dCshydrogCnase; le milieu contient, pour 3,0 ml, 
en pmoles, 5 de MgCl*, 5 de NaF, 2 de PEP, 0,27 de NADH*, 0,5 % (v/v) de CO2 (do& 
manomttriquement et comprenant le CO2 dissous dans les rkactifs et le CO2 dventuellement 
apportk sous forme de bicarbonate), et solution d’enzyme correspondant k l-2 mg de 
mat&e s&he de feuilles. L’Btude d’une possible action de 1’acCtyECoA a utilisk le msme 
milieu addition&, en pmoles, soit de 0,3 d’acktyl-CoA, soit de 0,35 de CoASH, 3 d’ATP et 
5 d’adtate. L’enzyme malique (EC 1.1.1.40) est do& en presence de 5 pmoles de MgC12, 
3 pmoles d’acide malique, 0,36 pmoles de NADP et solution d’enzyme correspondant B 
l-2 mg de mat&e s&he de feuilles. 
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