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Investigation par !HRMN du mouvement foliaire
du haricot

SAAD KAYALI
RUDOLF LENK

&
HUBERT GREPPIN

RÉSUMÉ

KAYALI, S., R. LENK & H. GREPPIN (1994). Investigation par 'HRMN du mouvement

foliaire du haricot. Saussurea 25: 83-87. En français, résumés français et anglais.

Les poids frais et sec, ainsi que le temps de relaxation spin-réseau (Ti) et le spectre
'HRMN de pulvini du haricot ont été déterminés dans deux situations extrêmes du
rythme de la feuille: acrophase et bathyphase. La dynamique moléculaire de l'eau est

plus restreinte en acrophase (feuille horizontale) et particulièrement dans la face
inférieure du pulvinus, siège d'une activité importante des pompes à protons membranaires.
L'élargissement des spectres 'HRMN est plus marqué à l'état relaxé (feuille verticale),
de même que dans la partie supérieure du pulvinus.

ABSTRACT

KAYALI, S., R. LENK & H. GREPPIN (1994). 'HRMN investigation of the leaves bean
motion. Saussurea 25: 83-87. In French, French and English abstracts.

Fresh and dry weights as spin-lattice relaxation time (T.) and 'HNMR spectrum of bean
pulvini have been determined in two extreme situations of the leaves rhythm: acrophase
and bathyphase. The water molecular dynamics is more restricted in acrophase (horizontal

leaves) and particularly concerning the lower pulvinus face, where an important
activity of the membranes proton pumps is occurring. The 'HNMR spectrum broadening
is more important at the relaxed state (straight down leaves) and in the upper part of
the pulvini.

Introduction

Le mouvement circadien des feuilles et, en particulier celui du haricot, est bien connu
(BÜNNING, 1973, 1975; SATTER & GALSTON, 1981; DEGLI AGOSTI & al., 1981,
1989, 1990; KAYALI & GREPPIN, 1993). Celui-ci est la résultante d'une déformation
dynamique hydraulique issue du jeu d'un gradient osmotique et de contre-pressions des

parois cellulaires entre la face inférieure (abaxiale, extensor) et supérieure (adaxiale,
flexor) d'organes moteurs spécialisés du pétiole: les pulvini. La fluctuation périodique
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et différentielle de la pression osmotique est contrôlée par des pompes à protons (ATPases
membranaires) qui énergétisent le transport circadien du K + vers la face inférieure pour
ériger (acrophase) la feuille (le Cl- accompagnant le flux de potassium); l'équilibre
osmotique tend à se rétablir entre les deux faces lors de la relaxation de la pompe et de
la feuille (bathyphase). Le biopotentiel du plasmalemme est simultanément modulé
(dépolarisation, repolarisation) en conséquence (SATTER & GALSTON, 1981;
GALSTON, 1983; DEGLI AGOSTI & al., 1989). La capacité de contrôle dépend essentiellement

des pompes de la face inférieure (EDMUNDS, 1988).
La 'HRMN est une technique non invasive susceptible de nous informer sur l'état

de l'eau dans la feuille lors de son mouvement (FRANCKS, 1972; LENK & al., 1979,1981;
1987; LENK, 1993). Nous l'avons donc utilisée, mesurant le temps de relaxation spin-
réseau (T.) et le spectre RMN dans deux situations extrêmes de la feuille: acrophase et
bathyphase du rythme circadien.

Matériel et méthodes

Des graines de Phaseolus vulgaris L., cv. Blanc de juillet sont semées dans de la ver-
miculite (1 plante par pot) et arrosées trois fois par semaine avec une solution nutritive
Sinesol 237 à 1%«. La température est de 20°C ± 0.5 et l'humidité relative de 75% ±
10. Le régime lumineux est de 12 heures de lumière blanche (tubes luminescents Sylvania
de 40 W: 4500 lux) suivis de 12 heures d'obscurité. Les plantes cultivées dans un phytotron,
puis dans un dispositif ad hoc (KAYALI & GREPPIN, 1993) sont utilisées à l'âge de 24
jours.

Les prélèvements des pulvini sont faits quelques heures après le début du jour: limbe
à l'horizontale (acrophase), pulvini dressés vers le haut et tout au début de la phase
obscure (bathyphase): limbe à la verticale, pulvini courbés vers le bas.

Sitôt excisés, les organes moteurs entiers ou sectionnés en deux moitiés (abaxiale et
adaxiale) sont colmatés avec de la graisse de silicone et pesés dans des tubes fermés. Le
poids sec est obtenu après déshydratation dans une étuve à 95 °C pendant 24 heures.

Pour la mesure 'HRMN, nous plaçons les pulvini dans des tubes RMN de 5 mm de
diamètre. Comme témoin, nous utilisons de l'eau et des solutions de KCl de 0.1M à 0.6M.
Les spectres 'HRMN sont mesurés sur un spectromètre Perkin-Elmer-Hitachi à 60 Mhz.
Le temps de relaxation Ti est déterminé sur un appareil "home made" déjà décrit (DEGLI
AGOSTI & al., 1992). Cette mesure (25 Mhz) est obtenue par la méthode de "Inversion-
recovery", grâce à la séquence de deux impulsions des radio-fréquences: 180°-t-90°, où
t est l'intervalle entre deux impulsions (LENK, 1993). Les expériences ont été répétées
six fois sur des lots de 15 plantes.

Résultats

La tableau 1 résume les données mesurées sur les pulvini dans deux positions
extrêmes: érigées ou relaxées. Le poids sec ne variant presque pas, c'est donc l'eau et la
pression osmotique (potassium) qui sont responsables des phénomènes. L'expression en
% des paramètres, lors de la variation d'état, est fort différente selon la nature du facteur
et la référence utilisée.

L'augmentation de la concentration en eau lorsque l'organe est turgescent et érigé
est accompagnée par une diminution du temps de relaxation spin-réseau et de la variation
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Tableau 1. - Mesures en acrophase (turgescence) et bathyphase des pulvini du haricot: poids frais,
poids sec, Tj (entre parenthèses, valeurs minimale et maximale). Les variations sont exprimées en %
de l'acrophase et de la bathyphase. La variation de l'entropie de fluctuation est calculée, selon LENK

(1993).

Paramètres Acrophase Bathyphase
(jour) (nuit)

Poids frais 12.9 ± 0.1 mg 6.9 ± 0.3 mg
min.-max. (11.9-14.0) (5.7 - 7.7)

Variation + 6 mg (186%) - 6 mg (- 53%)

Poids sec 1.0 ± 0.05 mg 0.9 ± 0.06 mg
min.-max. (0.8 - 1.2) (0.8 - 1.0)

Variation - 0 - 0

Ti 457 ± 14 ms 543 ± 14 ms

Min.-max. (352-641) (444 - 730)

Variation - 86 ms (- 15%) + 86 ms (+ 18%)

% eau 92.3% 86,6%

Min.-max. (91.1-93.5) (86.0 - 88.5)

Variation + 5.7% - 5.7%

(^)2 - A S : 0.70
/TiBN

\T,A,
>2 + A S: 1.5

90 plantes; T j eau 25°C - 3.5 sec.

d'entropie de fluctuation des protons; celle-ci augmentant lors de la relaxation de l'organe
(position de la feuille vers le bas).

Les mesures faites sur la moitié supérieure (adaxiale) et inférieure (abaxiale) du même
pulvinus, en acrophase ou bathyphase, mettent en évidence un gradient de concentration
d'eau entre les deux parties, la valeur la plus élevée étant dans la moitié inférieure (la plus
active pour la pompe à protons): le gradient étant particulièrement élevé lors de
l'acrophase, beaucoup plus faible en bathyphase. Enfin, la valeur de Ti, en acrophase,
est plus élevée dans la moitié supérieure (adaxiale) qu'inférieure (variation de 30 à 40 ms
du T,).

L'analyse spectrale en 'HRMN montre que l'intégrale des spectres est plus importante

en acrophase qu'en bathyphase (concentration en eau plus forte). La largeur de
bande est plus forte en bathyphase de même que le nombre de doublets. Lors de l'examen
spectral en acrophase de la moitié inférieure et supérieure du pulvinus, on observe que
la largeur de bande est nettement plus grande dans la face supérieure de même que l'apparition

de doublets; en bathyphase, les deux faces sont à peu près semblables: élargissement
de la bande spectrale et apparition de doublets. La largeur de bande est de 0.5 ppm sur
la face inférieure (acrophase) et de 1 à 2 ppm sur la face supérieure des pulvini.
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Discussion

La variation observée de Ti entre les deux positions extrêmes des pulvini correspond,
en équivalent KCl, à une fluctuation de 318 mM (27 ms de variation de Ti pour 100 mM,
entre 0.1 et 0.6 M de KCl). La même comparaison faite, lors de l'acrophase, entre le Ti
de la face inférieure et celui de la face supérieure des pulvini donne une fluctuation de
148 mM en équivalent KCl. Cette différence entre la situation à la lumière, par rapport
à l'obscurité, peut être attribuée, en partie, à l'effet général de la photosynthèse sur le
métabolisme des cellules à la lumière provoquant un flux ionique général plus important
qu'à l'obscurité, d'où un plus grand contrôle de la dynamique des molécules d'eau dont
les degrés de liberté sont plus restreints (LENK & al., 1980, 1981) qu'à l'obscurité.

Toutefois, la variation de T i allant dans le même sens entre la face supérieure et
inférieure (pompes actives), on peut en conclure que la mesure faite sur les pulvini
correspond essentiellement aux effets de la pompe à protons de la face inférieure (ce qui est
confirmé par les mesures en lumière continue). Il y a plus d'eau en présence du même
poids sec, mais la dynamique moléculaire de l'eau est plus restreinte due aux interactions
électrochimiques plus fortes en raison de l'activité cellulaire dirigée et polarisée par les

pompes à protons.
Il en résulte aussi que la variation de l'entropie de fluctuation (thermodynamique

statistique, LENK, 1993) est plus forte en bathyphase par rapport à l'acrophase, et plus
importante dans la face supérieure du pulvinus en comparaison de la face inférieure du
même système.

L'interprétation des variations de la largeur de bande des spectres 'HRMN et de
l'apparition de doublets est plus délicate. On aurait dû s'attendre à un élargissement du spectre
avec la diminution de Ti, ce qui n'est pas le cas. C'est dans l'organe relaxé, ou dans la
partie de celui-ci qui l'est le plus (face supérieure) que l'élargissement est le plus fort: ces
systèmes sont à la fois moins riches en eau et moins actifs sur le plan métabolique; ces
conditions nous semblent favorables aux effets géométriques et physico-chimiques de
l'organisation des cellules, des parois et espaces extracellulaires sur l'orientation générale
des molécules d'eau qui disparaît, plus ou moins, dans les systèmes très actifs et turgescents

où l'eau est surtout contrôlée par les ions (hydratation) et l'activité des pompes mem-
branaires. L'existence de doublets signifie l'apparition d'alignement momentané.
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