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POINT DE SINGULARITY ET PROPRIETES RYTHMIQUES
DES FEUILLES DE PHASEOLUS VULGARIS L.

PAR

Saad KAYALI* & Hubert GREPPIN*

Abstract

We have tested the sensitivity ol circadian leaf movement to light/dark interruptions or to
chemical treatments: a singularity point has been evidenced where the circadian rhythm is blocked. At
this moment ultradian leaf movements arc observed with an amplified response after EGTA treatment.
We propose as hypothesis that leal circadian movement essentially is the result of a control and
coordination (specific protein) by plasma membrane signals of basic ultradian electrochemical rhythms
in leaf cells.

Resume

Nous avons teste la sensibilite du mouvement circadien foliaire ä des interruptions par la lumiere
ou I'obscunte, ou ä des traitements chimiques: un point de singularity a ete observe oti le rythme
circadien est bloque. A ce moment, on observe des mouvements foliaires ultradiens avec une reponse
amplifiee par un traitement ä l'EGTA Nous proposons, comme hypothese, que le mouvement foliaire
circadien resulte essentiellement du contröle et de la coordination (proteine specifique) par les signaux
du plasmalemme de rythmes ultradiens electrochimiques et fondamentaux dans les cellules foliaires.

INTRODUCTION

Letude du mouvement circadien des feuilles a dejä fait l'objet de nombreux

travaux, de meme que le mecanisme de son contröle (Bönning, 1973; Satter &
Galston, 1981; Degli Agosti et al., 1981, 1989, 1990). Toutefois, la question meme
du fondement reel et de l'organisation d'un rythme aussi lent, dans un ensemble

cellulatre ä activites physiologtques, biochtmiques et biophysiques rapides, font

toujours l'objet de plusieurs hypotheses explicatives (Chance et al., 1973; Wagner et

al., 1985; Edmunds, 1988). Si la nature genetique de la frequence specifique des

rythmes circadiens est clairement demontree (BuNNiNg, 1973; Hastings et al., 1976;

Edmunds, 1988), la connection avec les rythmes ultradiens n'est pas encore bien

comprise (Koukkari et al., 1985).

Un modele d'explication des rythmes a ete propose par Winfree (1970, 1980,

1987), fonde sur la theorie du cycle limite que Ton peut representer par des equations
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differentielles. Un tel Systeme est stable et peut resister aux perturbations qu'on lui

impose II existe une perturbation critique amenant le cycle ä un point de singulante oü

celui-lä est supprime. Cette perte de l'etat dynamique des rythmes circadiens a ete
observee par Winfree et d'autres auteurs sur quelques organismes' unicellulaires,
Euglene et Gonyaulax; insectes, drosophile, mouche ä viande; hommes, plantes,
Kalanchoe (Winfree 1980, 1987, Edmunds, 1988, Jewett et al, 1991)

Par ['introduction de perturbations physiques (lumiere, obscunte) ou chimiques
(EGTA, gadolinium), ä differents moments de revolution rythmique de la feuille du

haricot, nous avons cherche ä mettre en evidence un moment de singularity oü le

mouvement foliaire circadien est suspendu et d'observer alors la connection avec le

rythme foliaire ultradien persistant.

MATERIEL ET METHODES

Des grames de haricot (Phaseolus vulgaris, cv. Blanc de juillet) sont semees dans

de la vermiculite (1 plante par pot) et arrosees 3 X par semaine avec une solution
nutritive Sinesol 237 ä 1%. Des 20 jours de culture, on transfere les plantes du

phytotron dans le dispositif de mesure (fig 1), 1 jour avant le debut de l'experimentation
(annulation du stress). Les plantes sont selectionnees en fonction de la dimension et des

qualites de la premiere paire de feuilles aux fins d'homogeneiser le materiel vegetal. Les

conditions chmatiques sont les suivantes: temperature 20°C +0,5, humidite relative 75%
± 10. L'illumination est assuree par des tubes fluorescents (Sylvania, TL-33, Daylignt,
40W; 4500 lux) Une photocellule pennet d'enregistrer en continu l'eclairement
lumineux.

Le flagelle de la plante est enleve La tige, ainsi que le petiole de la feuille, servant
ä la mesure sont immobilises par un tuteur et un dispositif ad hoc (Degli Agosti et al.,
1981; fig. 1) Le Systeme de mesure est compose d'un levier equihbre et d'un ftl
metallique qui assure la liaison avec la feuille par un crochet entourant la nervure
pnncipale. Les oscillations du levier et les mouvements de rotation sont mesures
directement ä l'aide dune photocellule calibree Le signal qui en est issu est enregistre en

continu sur un enregistreur ä plume (Graphtec, servocorder SR 6221). Ce dispositif
permet la mesure de variation angulaire de plus de 80°, avec une precision de plus ou

moms 2° (fig. 2).
Deux regimes lumineux ont ete utilises' lumiere continue, photoperiode de 12

heures suivie de 12 heures d'obscunte. Enfin, au cours de ces traitements generaux, une

perturbation a ete introduite, ä differents moments, sous la forme dune demi-heure

d'obscunte, ou de lumiere
Des traitements chinuques: vaporisation sur la feuille (une seule fois) de 1 ml

d'EGTA ou de gadolinium de diverses molarites, ont ete programmes sur 24 heures

L'enregistrement du mouvement foliaire est suivi pendant trois jours consecutifs et
les experiences ont ete repetees plus de trois fois.
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Fig. 1.

Schema du dispositif de mesure des mouvements foliaires place dans une enceinte climatisee. Amp:
amplificateur; Enr: enregistreur; Cel: photocellule: Th. thermometre enregistreur, F. feuille; Pu:

pulvinus, P. petiole; IL: source lumineuse programmable; C.P.. contrepoids; Tut: tuteur; Enc: enceinte
climatisable.

RESULTATS

La figure 3 represente, durant trois jours successifs, revolution du rythme foliaire
sous un regime alterne de 12 h. de la lumiere suivi de 12 h. d'obscurite. Pendant 24
heures, la feuille s'eleve le jour et s'abaisse la nuit. Si nous plagons la plante en lumiere
continue, le phenomene rythmique persiste avec une periode de l'ordre de 26,8 heures,

propre ä ce rythme circadien. Nous observons, en particulier, dans la phase lumineuse

(fig. 3) l'existence de fluctuations ultradiennes de 3 ä 6 heures de periodicite, surim-

posees au rythme circadien dont l'amplitude est la plus importante.
Pour mettre en evidence un eventuel point de singularity, nous avons interrompu

l'alternance photonycto-periodique (12 h. : 12 h.) par une perturbation consistant en 30

minutes d'obscurite dans la phase lumineuse ou 30 minutes de lumiere la nuit. Nous
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Fig. 2.

Mesure de l'angle compns entre le petiole et la feuille (a). P: petiole, Pu: pulvinus. T: tige; F feuille.

J:N 12:12

Fig. 3.

Mesure du mouvement de la feuille du haricot (12 h. de lumiere/12 h. d'obscunte) pendant tms jours
successifs (trait plein, trait discontinu, pointille).
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JiN 12:12 SIGNAL (30)Min

Fig. 4.

Idem Fig. 3. Introduction ä differents moments (S) d une demi-heure d'obscurite ou de lumiere dans le

programme 12 h. lumiere - 12 h. obscurite.
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LC SIGNAL (30)Min

Fig. 5.

Transfert d un regime allerne 12 h. lumiere -12 h. obseurite en lumiere continue. Iniroiuction ä

difterents moments (S) d'une demi-heure d'obscurite.
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pouvons suivre cet effet durant trois jours successifs dans la figure 4. Le rythme
circadien n'a pas pu etre annule par ce moyen et nous n'observons que des avances (par
exemple ä 10h.) ou des retards de phase (par exemple ä 22 heures), phenomenes bien

connus.

L'experience a ete alors modifiee de la maniere suivante. Des plantes bien synchronises

en alternance de lumiere/obscurite (12 h. : 12 h.) sont transferees en lumiere
continue et une perturbation de 30 minutes d'obscurite est introduite ä differents
moments du cycle de 24 heures. Les effets sont suivis pendant trois jours (flg. 5), ils
sont beaucoup plus marques que precedemment et particulierement pour ce qui
concerne les variations d'amplitudes. Si l'on observe, les trois jours suivant cette

experience, et en absence alors d'une interruption par l'obscurite, revolution du

mouvement de la feuille, nous constatons la disparition du rythme circadien par le

traitement donne ä 22 heures, moment proche d'un point de singularite. Dans cette
situation, seul le rythme ultradien persiste sur toute la periode de 24 heures et pendant
trois jours. II existe done bien un moment de singularite du mouvement de la feuille oü

l'on peut debrayer le mecanisme circadien de contröle, tout en maintenant le rythme
foliaire ultradien.

Nous avons teste sur des plantes synchronises en lumiere-obscurite (cf. fig. 3),

l'effet de deux composes chimiques, l'EGTA et le gadolinium, vaporises sur les feuilles
durant la periode du moment de singularite (22-24 h.) et ä 16 h. Les composes sont

pratiquement sans effet ä 16h., par contre stimulent fortement le rythme ultradien ä 22

h. (fig. 7 ä 10) et effacent partiellement le rythme circadien.

DISCUSSION

Le mouvement circadien et ultradien des feuilles du haricot provient de la

deformation hydraulique d'organes moteurs situes ä la jonetion des limbes et des

petioles: les pulvini. Ceux-ci permettent ['expression d'un rythme circadien d'une grande

amplitude et done facile ä observer (Bönning, 1973). La face inferieure du pulvinus
(abaxiale, extensor) est turgescente le jour et contractee la nuit; ce phenomene persistant
un certain temps en conditions continues de lumiere ou d'obscurite (rythme endogene).
Cette deformation alternee de la face abaxiale et adaxiale (flexor) permet le mouvement
de la feuille par le jeu des variations de la pression hydraulique. Celle-ci depend de la

pression osmotique qui fluctue en raison d'une redistribution periodique du K+ et du Cl-
entre la face inferieure et superieure du pulvinus, dont la structure anatomique (contre-
pression exercee par les parois cellulaires) renforce les effets de la pression osmotique
entre les deux faces de cet Organe. L'element moteur de ce transport ionique alterne est

la variation d'activite d'une ATPase membranaire: pompe ä protons qui energetise le

trafic du K+ et module aussi le potentiel electrique des membranes cellulaires (Satter
& Galston, 1981; Galston, 1983; Degli Agosti et al„ 1989, 1990).

Par un traitement approprie (signaux de lumiere ou d'obscurite), il est possible de

modifier (avance ou retard de phase) l'activite circadienne des feuilles et done la pompe
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LC

Fig. 6.

Observation en lumiere continue et pendant trois jours des effets du traitement (S) montre dans la Fig. 5.
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Fig. 7

Etfet de l'EGTA 10'2 M sur le mouvement foliaire compare au temoin (Te). La substance est vaponsee
ä 16 h. (trait continu' 1 h. jour; trait discontmu. 2eme jour; pomtille: 3eme jour)
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Idem Fig. 7. Vaporisation ä 22 h.
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Fig 9.

Etfet de l'EGTA 10'6M donne ä 22 h.
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Fig. 10.

Effet du gadolinium 10"4M sur le mouvement foliaire compare au temom (Te). La substance est

vaponsee ä 22 h.
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ä protons et, si le signal est donne au moment du point de singularite, nous pouvons
interrompre totalement la variation graduelle de cette activite (etat stationnaire). Norma-
lement, en conditions de lumiere continue, le rythme circadien persiste pendant plus de

deux semaines (Degli Agosti, 1981). Ainsi, l'hypothese de Winfree est demontree, une
fois de plus, sur une plante superieure.

Lelement le plus interessant, au point de singularite, est la persistance du rythme
ultradien dont l'amplitude est en general faible et devient plus evidente dans cette
condition. II semble done que le rythme circadien ne soit que la resultante d'une
coherence particuliere (accord de frequence) de I'activite cellulaire ultradienne des

pompes ä protons du plasmalemme de la face abaxiale des pulvini, par le biais du

contröle electro-chimique et des messagers secondaires des membranes.
Cette hypothese est renforcee par le fait que l'expression ultradienne du mouve-

ment foliaire, discrete en condition circadienne, peut etre fortement stimulee (amplitude)

par des traitements chimiques d'agents tels que l'EGTA agissant sur le

metabolisme du calcium (message chimique important), ou le gadolinium qui interfere
avec le soubassement membranaire (microtubules). Sans effet, hors du point de

singularite (la coherence circadienne contröle le rythme ultradien), ces substances

amplifient considerablement l'expression ultradienne du mouvement foliaire lorsque le

contröle circadien est debraye (point de singularite), indiquant que seul le rythme
ultradien est fondamental et ä la base de l'expression circadienne. Celle-ci doit dependre
de proteines speeifiques assurant dans la membrane la cooperativite entre les

fluctuations rapides des echanges ioniques pour aboutir ä un echange lent coordonne
dans le temps et l'espace.
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