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ETUDE DU RYTHME CIRCADIEN
DE CROISSANCE DE LA TIGE DE SOJA.

RELATIONS ENTRE FEUILLE, TIGE ET RACINE

PAR

Guillaume OGIER Bernard BONNET 2 et Zoumbiesse TAMINI 2

RESUME

Le rythme de croissance du premier entre-noeud de la tige de Soja a ete etudie soit sous regime photo-
thermoperiodique (A), soit en conditions uniformes (B), soit apres transfert de A vers B. Ce rythme est
circadien et possede des proprietes des rythmes endogenes. La teneur en eau relative des feuilles, le flux et la

quantite de potassium de la seve brute sortant de la racine ont ete suivts pendant quarante-huit heures sous

regime photothermoperiodique. Nous avons mis en evidence une relation temporelle entre le maximum de

la vitesse de croissance de la tige et les maxima du flux et de la teneur en potassium de la seve brute.
Mots clefs, tige, rythme circadien, croissance, teneur en eau relative, seve brute, potassium, Glycine

max.

ABSTRACT

Study of the circadian growth rhythm of the soybean stem, relationships between leaf, stem and root.
The growth rhythm of the soybean stem first internode has been studied under either photo-

thermoperiodical (A) or constant (B) conditions or after transfer from A to B. This rhythm is circadian and
exhibits some properties of the endogenous rhythms. The leaf relative water content, the flow and

potassium content of the xylem sap coming out from the root have been measured during forty-eight hours
under photo-thermoperiodical conditions We have shown a temporal relationship between the maximum
stem growth velocity and the flux and potassium content maxima of the xylem sap

Key words: stem, circadian rhythm, growth, relative water content, xylem sap, potassium, Glycine
max

INTRODUCTION

L'existence de variations quotidiennes dans l'allongement des plantes cultivees
en conditions d'alternance jour-nuit, naturelles ou controlees, est connue depuis long-
temps; Pfeffer (1912) rapporte dans son ouvrage de Physiologie vegetale les observa-

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

2 Laboratoire de Botanique, Faculte des Sciences, place Leclerc, F-25030 Besangon Cedex.
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tions faites ä ce sujet il y a plus d'un siecle par un certain nombre de chercheurs,
Baranetzki et Sachs principalement. Par la suite, divers ouvrages generaux (par exemple:

Lubimenko, 1927; Guiliiermond et Mangenot, 1937; Bünning, 1956a; Champagnat,
1969; Roland, 1982) ainsi que des publications consacrees aux phenomenes rythmiques
chez les vegetaux (Bünning, 1956b, 1964; Baillaud, 1958; Cumming et Wagner, 1968;

Sweeney, 1969) font etat de la notion de periodicite journaliere de croissance.
Les fluctuations quotidiennes de la croissance ont done souvent ete notees chez

les plantes superieures, mais l'etude des mecanismes concernant cet aspect de leur
developpement n'a interesse jusqu'ici que peu de chercheurs (Millet, 1970; Assaad,
1985) et beaueoup de questions se posent encore. Celle qui nous preoccupe actuelle-

ment est de savoir si l'origine du rythme circadien de croissance observe au niveau
de la tige se situe dans la tige elle-meme ou dans un autre compartiment.

Pour apporter un element de reponse nous avons d'abord caracterise les variations

periodiques de l'allongement de la tige du Soja, puis nous avons essaye de mettre
en evidence une eventuelle relation entre ces variations et Celles de trois parametres
susceptibles d'avoir une influence sur la croissance: la teneur en eau relative des feuilles,
le debit de la seve brute et sa teneur en potassium au sortir du Systeme racinaire.

La mesure de la teneur en eau relative permet de quantifier le degre d'hydratation
d'un organe et donne une indication sur son potentiel hydrique (Baker, 1984).

La seve brute peut agir par son flux et par son contenu en ions en assurant

l'apport d'eau et d'el6ments nutritifs ainsi qu'en etablissant un gradient osmotique
au niveau des zones en croissance.

Ces deux parametres ont pour point commun l'eau presente dans la plante dont
l'importance dans les phenomenes de croissance n'est plus ä demontrer (Kramer,
1983). Si, ä notre connaissance, les variations de la teneur en eau relative au cours
d'un nycthemere n'ont pas ete etudiees, les fluctuations circadiennes du debit d'exsu-
dation ont ete decrites chez de nombreuses especes (voir Monard, 1985).

Quant au choix du potassium il se justifie par le fait que cet ion joue un role

primordial dans le developpement de la plante. Sa fonction d'ensemble est d'intensi-
fier le taux des reactions anaboliques (Beringer, 1978); il agit comme cofacteur ou
activateur de nombreuses enzymes, en particulier de celles qui interviennent dans les

syntheses de proteines ou de polyosides.

MATERIEL ET METHODES

La plante et les conditions de culture

Le materiel experimental utilise est le Soja Glycine max (L. Merril) cv. Mapple-
arrow, cultivar tres precoce (categorie 00), fourni par Rustica (Toulouse).

La germination a lieu ä la temperature ambiante (env. 20°C) et ä I'obscurite
dans de la vermiculite humide. Apres trente heures d'imbibition les individus dont
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la racine mesure entre 5 et 10 mm sont repiques dans des pots de 200 ml remplis
de vermiculite, repartis dans des bacs contenant en permanence une solution nutritive
(Yih et Clark, 1965).

Les plantes sont cultivees en salle climatisee, soit sous un regime photo-
thermoperiodique: quatorze heures de lumiere, 25°C avec 60 ä 70% d'humidite relative

et dix heures d'obscurite, 19°C avec 70 ä 75% d'humidite relative, soit en conditions

uniformes: lumiere continue, 25°C avec 60 ä 65% d'humidite relative. Dans
les deux cas l'eclairement, fourni par des tubes fluorescents (Sylvania «Gro-Lux WS»
de 215 W), est de 23 W.m"2 au niveau des plantes.

Acquisition et traitement des donnies relatives ä la croissance

Les plantes utilisees sont ägees de 7 ä 8 jours et choisies parmi celles dont le

premier entre-noeud mesure environ 10 mm.
L'allongement de la tige est suivi pendant plusieurs jours, au niveau du premier

entre-noeud, ä l'aide d'un Systeme de mesure automatise (realise par ELPRA) qui
comprend des capteurs de deplacement lineaire (transducteurs lineaires TNC, «L50»
et «L100», generateur de modulateur TNC «GDL»), un convertisseur analogique-
numerique et un micro-ordinateur (Epson, «HX-20»). Toutes les trente minutes,
pendant six jours, le micro-ordinateur procede ä la collecte des donnees. Celles-ci sont
ensuite transferees sur un autre micro-ordinateur en vue du traitement mathematique
qui est effectue suivant les modalites etablies par Assaad (1985).

Dans un premier temps la tendance ou ligne de base du signal initial, traduisant
la croissance globale de 1'entre-noeud, est soustraite d'une sigmoide calculee par la

methode des moindres carres. Cette operation, tout en permettant de travailler sur
un signal stationnaire, a pour effet de supprimer les oscillations de basses frequences
(liees ä la tendance generale) qui pourraient masquer les variations de frequences
plus elevees que l'on cherche ä caracteriser.

Ce signal stationnaire est traite par deux methodes de l'analyse spectrale l'une,
classique, est l'analyse de Fourier, l'autre, dite «moderne», est l'analyse au sens du
maximum d'entropie.

La premiere donne un spectre de frequences discontinu, done une valeur approchee
de la frequence dominante, mais permet de connaltre les autres parametres (amplitude
et phase) de la fonction periodique correspondante. La seconde, consideree comme
moins stricte quant ä ses conditions d'application, a l'avantage de permettre l'etablis-
sement d'un spectre continu et par consequent de determiner la frequence avec une
meilleure precision, mais eile ne fournit aucun renseignement sur la phase.

Mesure de la teneur en eau relative

La teneur en eau relative est determinee sur des plantes ägees de 20 jours preala-
blement selectionnees puis reparties au hasard en 13 lots de 4 individus chacun. Les

prelevements successifs ont lieu toutes les quatre heures pendant quarante-huit heures.
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La teneur en eau relative est «le rapport entre le poids d'eau contenu dans

l'echantillon ä un instant donne au poids d'eau qu'il peut contenir ä pleine turges-
cence» (Cruiziat, 1985). La technique de mesure employee est celle des disques foliaires,
adaptee de Slavik (1974).

Les deux premieres feuilles epicotylees d'une plante fournissent chacune deux

disques de 15 mm de diametre, decoupes avec un emporte-piece: le temoin qui est

mis ä secher dans une etuve ä 80°C, et le materiel experimental qui est pese puis place
dans une boite de Petri contenant deux eponges vegetales imbibees d'eau distillee.
L'eponge superieure possede 4 ouvertures circulaires; chacune d'elles est destinee ä

recevoir un disque foliaire.

Le dispositif est place dans une enceinte climatisee ä 22°C ± 1 °C sous un eclaire-

ment de 1000 lux (environ 1 W.m"2), valeur estimee du point de compensation (Heller,

1977). II y sejourne quatre heures, temps necessaire pour que les tissus atteignent
la pleine turgescence (Ogier, 1986), puis les disques sont peses et mis ä secher. Apres
deshydratation complete, ils sont de nouveau peses.

La teneur en eau (t.e.r.) relative de chaque feuille est calculee ä partir de la for-
mule donnee par Barrs et Weatherley (1962): celle-ci minimise les erreurs Hees ä des

variations du poids des disques foliaires qui ne seraient pas dues ä l'absorption d'eau.

t.e.r.
PF - PS'
PT - PS

X 100

oü PF est le poids frais du disque au moment du prelevement, PT le poids du disque
ä pleine turgescence, PS son poids sec et PS' le poids sec du disque temoin.

Mesure du debit de seve brute et de sa teneur en potassium

Les plantes utilisees sont ägees de 20 jours, ce qui permet de recolter, aux heures

de faible debit, un volume d'exsudat süffisant pour etre quantifie. Les plantes sont
selectionnees et reparties au hasard en 13 lots, puis, toutes les quatre heures pendant
huit heures, 3 plantes sont sectionnees ä 2 cm sous le noeud cotyledonaire. La seve

est recueillie pendant quatre heures dans un embout conique de micropipette, ampute
de son extremite, et ajuste sur l'hypocotyle. Un depot de lanoline assure l'etancheite
et une feuille d'aluminium fermant l'ouverture, limite les pertes par evaporation.

Les echantillons de seve sont peses puis conserves au froid (-28°C) en vue du

dosage du potassium.

Le potassium est dose au moyen d'un spectrophotometre d'absorption atomique
(Techtron, «AA-100»), chaque mesure est repetee au moins deux fois pour chaque
echantillon.
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RESULTATS

Croissance du premier entre-noeud

L'allongement du premier entre-noeud a ete suivi sur trois lots de plantes: celles
des deux premiers lots ont ete maintenues avant et pendant l'enregistrement, dans
les memes conditions d'eclairement et de temperature, alternees pour le premier, cons-
tantes pour le second; celles du troisieme lot, cultivees depuis le semis en conditions
alternees sont transferees en conditions constantes pour la duree de l'enregistrement.
Les resultats de l'analyse spectrale sont reunis dans le tableau 1.

Tabieau 1

Rythmes de croissance obtenus par deux methodes d'analyse spectrale: I'analyse de Fourier et l'analyse
au sens du maximum d'entropte. Les pretraitements et les traitements correspondent aux conditions de
culture avant et pendant l'enregistrement. L/O represente le regime phoio-thermoperiodique (quatorze
heures de lumiere, 25°C avec 60 a 70% d'humidite relative et dix heures d'obscurite, 19°C avec 70 a
75% d'humidite relative) et L/L represente les conditions uniformes (lumiere continue, 25°C avec 60

ä 65% d'humidite relative)

Rythmes de croissance

Pretrai- Traitement Transformee de Maximum
tement Fourier d'entropie

periode amplitude periode
(heures) (mm) (heures)

L/0 L/0 24,3 0,90 22,1
23 0 0,70 22,6
24 0 0,61 22,2
26 1 0, 76 23,1

L/0 L/L 24 0 0,13 16,6
21,6 0,15 18,8
24,0 0,16 30, 1

23,0 0,16 20,5

L/L L/L 36,0 0,17 48,0
38,6 0, 16 35,9
28, 1 0,10 28,4
30,0 0, 13 32,6
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Les plantes qui se sont developpees en conditions photothermoperiodiques pre-
sentent des oscillations de croissance regulieres et bien marquees, comme le montre
l'exemple de la figure 1. Les valeurs de la periode, calculees par l'une ou l'autre des

deux methodes, sont proches de vingt-quatre heures done situees dans le domaine
circadien. Les valeurs de l'amplitude, donnees par la methode de Fourier, sont
comprises entre 0,6 et 0,9 mm.

Heures du jour

Figure 1.

Croissance relative, discriminee de l'allongement global, du premier entre-noeud d'une plante cultivee sous
un regime photo-thermoperiodique (photophase (): quatorze heures de lumiere, 25°C, 60 ä 70% d'humi-

dite relative; scotophase (): dix heures d'obscurite, 19°C, 70 ä 75% d'humidite relative).

L'examen de la croissance relative, discriminee de l'allongement global (fig. 1)

montre que la croissance la plus active a lieu durant la phase d'eclairement. On remarque
egalement sur ce graphique la presence de brusques «irregularites» qui coincident
avec les passages jour-nuit et nuit-jour et qui semblent traduire des variations impor-
tantes mais momentanees de la vitesse de croissance dans le sens d'une acceleration

au debut de la phase obscure et d'un ralentissement au debut de la phase eclairee.
Les plantes transferees en conditions constantes apres avoir ete cultivees en

conditions alternees presentent des oscillations bien visibles sur le trace de la croissance

relative (fig. 2A) mais de faible amplitude (0,13-0,16 mm). La periode calculee

par la methode de Fourier est voisine de vingt-quatre heures (23.15 h en moyenne),
mais les valeurs de la periode fournies par l'analyse au sens du maximum d'entropie
sont largement dispersees: trois sont ä la limite inferieure ou en de?ä du domaine
circadien et la quatrieme est situee au-delä.
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Figure 2.

Croissance relative, discriminee de l'allongement global, du premier entre-noeud:
(A) d'une plante cultivee sous regime photothermoperiodique et enregistree en conditions uniformes

(lumiere continue, 25°C avec 60 ä 65% d'humidite relative);
(B) d'une plante cultivee et enregistree en conditions uniformes.

Les plantes cultivees en conditions uniformes de lumiere et de temperature ne

manifestent pas de maniere facilement decelable de rythmicite circadienne de croissance

(fig. 2B); on remarque sur le trace de la croissance relative des fluctuations
assez irregulieres et peu apparentes. L'analyse spectrale permet cependant de deceler

dans ce type de signal une composante periodique, plus ou moins nettement affirmee
suivant les individus, dont les valeurs vont de vingt-huit ä trente-huit (voire quarante-
huit) heures; elles sont done situees ä la limite ou au-delä du domaine circadien.

L'amplitude de ces oscillations est reduite: les valeurs obtenues se situent entre 0,1

et 0,16 mm selon les plantes (valeurs semblables ä celles des plantes transferees en

conditions constantes).
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Teneur en eau relative, debit de la seve brute et teneur en potassium

Ces trois paiametres ont ete mesures pendant deux nycthemeres consecutifs sur
des plantes cultivees en regime photothermoperiodique.

Les valeurs de la teneur en eau relative (fig. 3), comprises entre 87,5% et 96%,
sont du meme ordre de grandeur que Celles generalement trouvees pour un materiel
vegetal cultive sans contrainte quant ä son alimentation hydrique (Barrs et Weather-
ley, 1962).

Heures du jour

Figure 3.

Variations au cours de quarante-huit heures de la teneur en eau relative des premieres feuilles epicotylees
de plantes cultivees sous regime photothermoperiodique. Chaque point represente la t.e.r. d'une feuille

La comparaison des moyennes ä l'aide du test de Student montre que seule la

moyenne du cinquieme prelevement est significativement differente des autres (au
seuil de 95%). L'ecart entre la valeur moyenne la plus faible et la valeur moyenne
la plus elevee represente une difference de 1,9 mg pour un disque foliaire pesant environ

35 mg (soit 5,4% de sa masse). La technique utilisee n'offre probablement pas

une precision süffisante pour evaluer des variations de cet ordre.
Neanmoins, malgre la dispersion souvent importante des mesures on peut noter

que les valeurs moyennes les plus basses correspondent aux deux prelevements effec-
tues 3,5 heures apres le debut de la photophase. Cette diminution de la teneur en

eau relative qui se produit chaque fois pendant le premier quart de la phase lumineuse
semble bien traduire la presence d'un rythme circadien pour ce parametre.
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En ce qui concerne la mesure du debit de la seve brute, il apparalt que les variations

se repetent de fa?on semblable au cours des deux cycles journaliers (fig. 4).
Le maximum est situe au milieu de la photophase, le minimum au milieu de la scoto-

phase et la valeur du maximum represente trois ä quatre fois celle du minimum. Ces

differences sont suffisamment importantes pour que l'on puisse admettre l'existence

d'une rythmicite circadienne dans l'exsudation de la seve brute chez le Soja.

Figure 4

Variations au cours de quarante-huit heures du debit de seve brute de plantes cultivees sous regime photo-
thermopenodique Chaque point represente la quantite de seve (en mg) recoltee au niveau du noeud cotyle-

donaire pendant quatre heures pour un individu.

La concentration en potassium ne montre pas de differences significatives durant
les deux jours de l'experience (fig. 5A). Cependant si l'on observe les variations du
contenu en potassium de chaque prelevement, qui correspond ä la quantite emise

pendant un intervalle de quatre heures, on s'apergoit que les valeurs de ce parametre
fluctuent selon une periodicite circadienne et en phase avec les variations du debit
de seve (fig. 5B).

Les resultats concernant l'exsudation et la teneur en potassium permettent de

penser que le compartiment racinaire du Soja manifeste un fonctionnement rythme,
au moins en conditions d'entrainement. D'autre part, la concentration en potassium
restant ä peu pres constante, le potentiel osmotique des cellules n'est pas modifie
par la plus ou moins grande abondance de cet ion au cours d'un cycle journalier.
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Figure 5.

Variations au cours de quarante-huit heures du potassium de la seve brute de plantes cultivees sous regime
photothermoperiodique:

(A) concentration du potassium en p g/ml
(B) teneur en potassium en p g.

DISCUSSION

Nous avons mis en evidence au cours de ce travail un rythme endogene de crois-
sance du premier entre-noeud de la tige de Soja. En effet, en conditions uniformes
ce rythme persiste et sa periode est differente de vingt-quatre heures. D'autre part,
en regime photothermoperiodique la rythmicite de croissance est nettement circa-
dienne et eile se maintient quand les plantes sont transferees en conditions constantes.
Pour etre certain qu'il s'agit d'un rythme circadien endogene il faudrait etablir,
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comme le suggere Wilkins (1969), une courbe de reponses de phase et verifier si ce

rythme est, ou n'est pas, compense par rapport ä la temperature.
Dans le but de cerner l'origine de ce rythme circadien de croissance, nous devons

chercher si celle-ci se situe dans la tige elle-meme ou dans un des compartiments etu-
dies. A partir des informations obtenues nous pouvons decrire une sequence d'evene-
ments se deroulant pendant un nycthemere et debutant par le brusque changement
des conditions du milieu. La lumiere, associee ä la variation de temperature, induit
au niveau des feuilles l'ouverture des stomates (Ting, 1982) qui permet la reprise de

la transpiration (Montermoso et Davis, 1942). Cette perte de vapeur d'eau entraTne

dans les limbes foliaires une chute du degre d'hydratation des tissus qui se traduit
par la baisse de la teneur en eau relative. La t.e.r. augmente ensuite progressivement
ä mesure que le flux de seve et la quantite de potassium mesures au niveau du noeud

cotyledonaire s'acheminent vers leur maximum, qu'ils atteignent en milieu de phase
lumineuse. De meme la croissance qui etait faible en fin de scotophase s'intensifie

pour etre la plus importante au milieu de la photophase (fig. 1). En fin de periode
de lumiere la croissance et le debit de seve brute ralentissent et la quantite de potassium
diminue. Pendant la phase obscure, apres l'arret de la transpiration, la t.e.r. rejoint
sa valeur maximale tandis qu'au meme moment et conjointement les trois autres para-
metres se rapprochent de leurs valeurs minimales. Cette sequence revele la concomitance

de trois evenements se deroulant dans deux organes differents: les maxima du
debit de seve brute et de la quantite de potassium qu'elle vehicule, representant la
sortie du compartiment racinaire, et de celui de la vitesse de croissance enregistree
dans la tige.

L'originalite de ce travail reside done dans la mise en evidence de cette relation
temporelle. Les variations de l'allongement de l'entre-nceud evoluant en synchro-
nisme avec le flux de seve et avec son contenu global en potassium, ceci nous amene
ä penser que la rythmicite circadienne de croissance de la tige serait peut-etre imposee

par le systeme racinaire. C'est en suivant la croissance d'entre-noeuds isoles, cultives
in vitro, que nous pourrons confirmer ou infirmer cette hypothese.
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