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Abstract

Degli Agosti R. Naidet C. and Millet B. 1990. Glucose metabolism in the secondary
pulvinus of Phaseolus vulgaris L. during the circadian movement of the leaf. Bot. Helv.
100: 249-256.

In the lower half of the secondary pulvinus which is the motor organ for the circadian
leaf movement, the interruption of light leads to either a very rapid or a very slow decay
in the glucose content. This effect depends on the time when the dark treatment is given
during the circadian cycle. Accordingly, the catabolism of glucose in this part of the
pulvinus is high when the energy requirement for the rhythmic leaf movement is high. We

suggest that the glucose metabolism, and thus most likely the general carbohydrate
metabolism, is under the control of the circadian biological clock.

Introduction

Le mouvement des feuilles primaires de Ph. vulgaris se manifeste avec une rythmicite
circadienne bien caracterisee (Bünning 1977, Degli Agosti et al. 1983). II est dü ä des
fluctuations antagonistes du volume des moities inferieures et superieures du pulvinus
secondaire situe ä la jonction de la feuille et du petiole (Botton et al. 1989). Nous avons
montre que la moitie inferieure peut etre consideree comme l'organe moteur de ce
mouvement (Millet et al. 1989). Les variations rythmiques du volume du pulvinus sont
principalement provoquees par des redistributions des ions potassium et chlore
(Schrempf et Mayer 1980, Starrach et Mayer 1989, Degli Agosti et al. 1989 a).

Diverses experiences utilisant des inhibiteurs du metabolisme energetique tels que le

CN" et le NJ (Bünning et al. 1965, Mayer 1981), ainsi que l'effet de basses temperatures
(Bünning 1977, Wagner 1963) ou d'absence d'oxygene (Bünning et al. 1965) ont permis
de montrer que dans ce mouvement rythmique se succedent en alternances une phase
dependante de l'energie et une autre independante. Des travaux plus detailles (Bünning
1977, Mayer 1981) suggerent que les besoins energetiques du mouvement sont en opposition

de phase avec ceux qui permettent le fonctionnement de l'horloge biologique. Ainsi,
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l'elevation et le mamtien de la feuille en position horizontale est une phase demandant
de l'energie, alors qu'elle en serait mdependante pour l'horloge biologtque.

Chez les organtsmes vivants, les sucres, en plus de leur role de precurseurs pour la
plupart des molecules carbonees, sont egalement une source tres importante d'energie
cellulaire. II nous a done paru interessant d'aborder le probleme de l'energte dans le
pulvtnus du Haricot, en relation avec le rythme fohaire, par l'examen de son contenu en
glucose et plus particulierement en etudiant la dynamique du metabolisme de ce dernier
(Jones 1973, Degh Agosti et Greppin 1987).

Materiel et methodes

Les plantes de haricot (Phaseolus vulgaris L. cv Mangetout blanc de juillet) sont cultivees dans
les memes conditions qu'auparavant (Degli Agosti etal 1989 a), avec une alternance de 14 h de
lumiere et 10 h d'obscurite (LD 14/10). La lumiere s'etemt ä 21h00 et est retabhe ä 07h00

Les plantes sont utilisees apres 15 jours de culture. Chaque pulvinus secondaire des feuilles
primaires est sectionne longitudinalement en une moitie superieure et mferieure Pendant la phase
d'obscurite, les echantillons sont preleves sous lumiere verte de faible intensite

L'extraction du glucose s'opere en mtroduisant 8 moities de pulvmus (40-50 mg), pealablement
pesees, dans des tubes en verre contenant 0,5 ml d'ethanol 80%. Chaque tube est ferme afin de le
rendre etanche et place au bam-marie (100 °C) pendant 15 mm, procedure qui extrait totalement ce
sucre. La solution alcoohque est evaporee ä sec (bam-marie 100 °C), puis reprise dans du tampon
phosphate (KH2P04 25 mM pH 6,0) Le glucose est dose au moyen d'une methode enzymatique
specifique (Kunst et al 1984) Nous avons ä cet effet utilise des reactifs pret-ä-1'emploi (SIGMA,
kit no 510-DA), modifies comme suit, l'o-dianisidme est ajoutee ä l'extrait ä une concentration
finale (c f) de 0,52 mg ml 1 Une premiere lecture de l'absorption ä 450 nm (zero) est effectuee avec
un spectrophotometre (Jobm-Yvon Labospac). De la glucose-oxydase (65,4U ml-1, cf) et de la
peroxidase (13 U ml-1, c f), solubihsees dans le tampon de reaction, sont ajoutees Apres 25 mm
d'incubation a temperature ambiante (20-25°C), une seconde lecture de l'absorption ä 450 nm est
faite La teneur en glucose est alors determinee en se referant ä une droite d'etalonnage etablie dans
les conditions du dosage avec des concentrations de 0-20 mg 1~1 de glucose pur Les resultats sont
expnmes en jimole par gramme de matiere fraiche (PF) L'adjonction d'un standard interne de cet
hexose avant l'extraction se retrouve au dosage (95%-98%)

Le mouvement des feuilles primaires du haricot a ete enregistre comme decrit par Millet et al
(1989)

Les analyses de variance sont effectuees comme decrit par Brandt (1976)

Resultats

La fig. 1 represente le mouvement des feuilles primaires d'une plante de haricot age
de 15 jours. Le rythme est bten synchronise avec Palternance jour-nuit (LD: 14/10) et l'on
peut aisement constater qu'aussi bien l'elevation que l'abaissement des feuilles debute
avant que les signaux d'enclenchement et d'extinction de la lumiere n'aient lieu, ce qui
est une caractenstique des rythmes biologiques endogenes. Chez les memes plantes ägees
de 15 jours, lorsqu'apres 4 h d'eclairement on eteint la lumiere (a 11 h locales), alors les
feuilles s'abaissent tres rapidement (10-20 min), mats incompletement, puis retournent
ä leur position dite de «jour» (fig. 2). Dans ce cas, le debut de l'abaissement complet se
trouve retarde de quelques heures par rapport au rythme observe dans les conditions
normales (comparer fig. 1 et fig. 2). La fig. 3 montre que la masse (ou le poids frais) de
la moitie mferieure et superieure (resultat non illustre) varie de maniere rythmique au
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Fig. 1 Mouvement des feuilles pnmaires du Haricot au cours d'un cycle journalier (LD: 14/10). Un
angle de 180° correspond ä la position horizontale des feuilles. Les points sont les moyennes et les

barres les ecarts-types de 3 enregistrements independants.

Fig. 2. Effet d'une interruption de la lumiere sur le mouvement foliaire des feuilles primaires du
haricot Un angle de 180° correspond ä la position horizontale des feuilles. Les points sont les

moyennes et les barres les ecarts-types de 3 enregistrements independants.

cours du temps. Ce rythme est tout ä fait en accord avec celui du mouvement foliaire
(fig. 1).

La fig. 4 represente revolution de la teneur en glucose rapportee au poids frais dans
la moitie superieure du pulvinus du haricot. En regime d'eclairement normal (LD: 14/10),
on observe, des l'enclenchement de la lumiere, une elevation de la concentration en
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Fig. 3. Evolution du poids frais de la moitie inferieure des pulvinus secondaires exprime en % du
poids frais total au cours d'un cycle journalier (LD: 14/10). Les points sont les moyennes de 3 ä 5

mesures et les barres leurs ecarts-types. Les valeurs sont sigmficativement dependantes du temps
(analyse simple de variance: F 5,2; F(21,88) 3,0, P 0,001)

Fig. 4. (A) Evolution de la teneur en glucose de la moitie supeneure du pulvinus secondaire du
haricot en fonction du cycle journalier (o, •). (B) lors d'une extinction ä 11 h et (C) ä 16 h (t).
Les points sont les moyennes de 3 ä 5 extraits et les barres leurs ecarts-types. Pour eviter une

superposition de ces dermers, la moitie de certames barres a ete omise.

glucose pendant les premieres heures, suivie par une diminution progressive jusqu'ä
environ 17 h. Le minimum est atteint apres 10 h de lumtere. Ensuite, une brusque
elevation de ce sucre a lieu, interrompue par l'extinction de la lumiere ä 21 h (fig. 4,
courbe A). A l'obscurite, apres une courte periode de latence, le glucose diminue regulie-
rement. Lorsque la plante est placee ä l'obscurite apres 4 h d'eclairement (11 h locales,
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Fig 5 (A) Evolution de la teneur en glucose de la moitie mferieure du pulvmus secondaire du
haricot en fonction du cycle journalier (o, •) (B) lors d'une extinction a 11 h et (C) a 16 h
Les points sont les moyennes de 3 a 5 extraits et les barres leurs ecarts-types Pour eviter une

superposition de ces derniers, la moitie de certames barres a ete omise
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Fig 6 Representation schematique des cmetiques normalisees de glucose dans les moities supeneu-
res et infeneures de pulvinus secondaire de haricot mis a l'obscurite aux differentes heures mention-

nees (11, 16 et 21 h)
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fig. 4, courbe B), le glucose diminue tres rapidement. L'extinction de la lumiere apres 9 h
d'eclairement (16 h locales, fig. 4, courbe C) provoque egalement une diminution, mais
apres une courte phase de latence.

Dans la moitie inferieure du pulvinus du haricot, la teneur en glucose varie au cours
du cycle en phase avec le mouvement foliaire (fig. 5, courbe A et fig. 1). L'extinction de
la lumiere ällhoulöh locales (fig. 5, courbes B et C) provoque dans les deux cas une
rapide diminution de la concentration de cet hexose, ce qui contraste nettement avec
l'extinction de la lumiere ä 21 h (fig. 5, courbe A).

Pour permettre des comparaisons entre les differentes experiences, nous avons
normalise les diminutions de glucose representees aux figs. 4 et 5 par rapport ä la teneur
initiale avant l'extinction de la lumiere. Des analyses de variance permettent alors de
comparer ces donnees: dans la moitie superieure des pulvinus la cinetique de 11 h est
differente de celle de 16 h (F 53.2; F (1,126) 11.3, P 0.001) et celle-ci est egale ä celle
de 21 h (F 0.6; F (1,54) 4.0 P 0.05). Pour la moitie inferieure: la cinetique de diminution

du glucose ä 11 h est la meme que celle de 16h (F 3.8; F(l,126) 3.9, P 0.05),
mais celle-ci est differente de celle 21 h (F 97.1; F(l,54) 12.0, P 0.001). Ces derniers
resultats sont schematises ä la fig. 6.

Discussion

Les teneurs en glucose des moities de pulvinus sont exprimees par rapport au poids
frais. Or celui-ci varie lors du mouvement foliaire (fig. 3). Cependant, la variation maximale

du poids frais est d'environ 10%, alors que celle du glucose est de l'ordre de 100%.
De plus, en ce qui concerne la moitie inferieure, la fluctuation de la concentration en
glucose est en phase avec celle du poids frais. Si la variation de poids frais devait etre ä

l'origine des modifications de concentration du glucose, alors on observerait dans le
temps deux phenomenes en opposition de phase, ce qui n'est pas les cas (fig. 3 et 5).

L'interruption de la lumiere, alors que la feuille est en position elevee, se traduit par
un abaissement momentane de celle-ci qui reprend sa position apres quelques heures
(fig. 2). Dans les memes conditions, le glucose diminue dans la moitie inferieure du
pulvinus et reste finalement ä une concentration tres basse (fig. 5, courbe B): ces faits
demontrent, contrairement ä ce que la comparaison des fig. 3 et 5 aurait pu suggerer, que
le glucose ne joue pas un role osmotique determinant dans le mouvement circadien.

Les fluctuations de glucose sont tres differentes dans les deux moities de pulvinus.
Cependant, dans chaque cas les resultats montrent l'existence d'un controle endogene
autre que photosynthetique de la concentration en glucose dans le temps et done de son
metabolisme local. Ainsi, dans la moitie superieure, la photosynthese semble jouer un
role dans l'elevation de la teneur de cet hexose au debut de la phase lumineuse de la
journee, mais le fait que ce Sucre diminue par la suite, toujours en presence de lumiere,
montre bien l'aspect local de la regulation, car dans la feuille les sucres, sous l'effet
predominant de la photosynthese, s'accumulent regulierement chez le haricot (Fondy
et al. 1989). L'hypothese de la predominance du controle local non photosynthetique est
encore renforcee par le fait que l'on observe une brusque augmentation apres une duree
d'eclairement de 8-9 h (fig. 4, courbe A). Cet accroissement nous parait de nature tres
semblable ä celui observe chez d'autres plantes apres de telles durees de lumiere (Degli
Agosti et al. 1989 b). Dans ces travaux, il a ete montre que de telles augmentations sont
sous controle d'une horloge biologique. En ce qui concerne la moitie inferieure, la



Botanica Helvetica 100/2, 1990 255

photosynthese nous paraite etre encore moins impliquee, au profit du contröle par le
pulvinus.

Si Ton admet qu'une grande partie des fluctuations de glucose sont dues aux besoins
locaux, alors nous pouvons considerer que la maniere dont le glucose est utilise reflete
en predominance l'etat du besoin ou des flux d'energie lie au fonctionnement du mouve-
ment foliaire ou de l'horloge biologique. La fig. 6 montre clairement que des alternances
de ces etats energetiques existent. Dans la moitie inferieure du pulvinus (organe moteur),
nos resultats montrent que les dynamiques de consommation du glucose sont le plus
elevees lorsque la feuille est en position horizontale (fig. 6), ce qui nous parait logique.
Or Mayer (1981) a montre que les besoins energetiques pour le fonctionnement de
l'horloge biologique sont pratiquement totalement dephases avec ceux du mouvement:
la phase independante de l'energie pour l'horloge biologique se situe lorsque la feuille est
en position elevee. Ces considerations nous permettent done d'associer le catabolisme
accru du glucose avec les besoins energetiques du mouvement foliaire. Dans cette situation,

e'est l'horloge biologique circadienne qui contröle la teneur en glucose et tres
probablement le metabolisme des sucres en general.

Resume

Dans la moitie inferieure du pulvinus secondaire, qui est l'organe moteur du mouvement

foliaire circadien, l'interruption de la lumiere provoque une diminution tres rapide
ou tres lente de la teneur en glucose. Cet effet depend du moment oü l'obscurite est
donnee pendant le cycle circadien. Le catabolisme du glucose dans cette partie du
pulvinus est le plus eleve lorsque le besoin en energie pour le mouvement foliaire rythmi-
que Fest egalement. Nous suggerons que le metabolisme du glucose, et done tres
probablement celui des sucres en general, est sous contröle de l'horloge biologique circadienne.
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