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Les ressources trophiques étant très irrégulièrement réparties, en fonctio n
de la fissuration, à partir des modules d'ouverture qui commandent l'entrée d u
flux énergétique, le peuplement troglobie sera essentiellement hétérogène .

Biologie souterraine - Lyon I ,
43 . boulevard du 11-Novembre, 69621 Villeurbanne .
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EFFET DE L'HYDRATATION ET DE L'OBSCURITE PROLONGE E
SUR LES EPIDERMES FOLIAIRES DETACHES .

VARIATIONS DU POTENTIEL OSMOTIQUE ET DE L'AMIDO N
DANS LES CELLULES STOMATIQUES

par 1 . MOURAVIEFF .

Résumé . - On a examiné le comportement des épidermes foliaires détachés de
quatre espèces, placées sur l'eau à l'obscurité pour une durée allant jusqu'au stad e
pre-mortem .

Les épidermes des deux espèces hydrophiles ont bien supporté le contact prolongé
avec l'eau . Le potentiel osmotique et l'adhérence protoplasme-membrane n'ont pa s
sensiblement varié aux termes des essais et même se sont renforcés . Par contre, les
espèces terrestres ont accusé une diminution de ces caractères plasmiques .
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La teneur en amidon diminue graduellement dans les stomates et peut même dispa-
raître entièrement . Une nouvelle synthèse de l'amidon à partir de métabolites intermé-
diaires est fortement réduite après un séjour prolongé sur l'eau, ce qui reflète un e
altération des mécanismes responsables . L'auteur discute ces résultats à la lumière
des idées récentes sur l'état de l'eau dans le protoplasme .

Summary . - The effect of prolonged hydratation and obscurity on protoplasmi c
behaviour of epidermal foliar strips was studied on four ecologicaly different species .
The cells of two hydrophillous plants easily endure the long contact with water . Th e
osmotic potential and protoplosmatic adhesivity on cell wall hase not varied at th e
end of the experiences . The two terrestrial species display a net drop of this protoplasmi c
feature .

The starch content of guard cells is gradually reduced and sometimes desapears
completely . After a long contact with water a new starch synthesis is strongly reduced .

The injuries caused by prolonged washing is discussed in agreement with moder n
view of water state in cytoplaSmic phase of living cells .

INTRODUCTIO N

La mort des cellules végétales par excès d'hydratation protoplasmiqu e
(hyperhydratation) est mal connue . Elle l'est encore moins en ce qui concerne
les cellules stomatiques . Pourtant le problème n'est pas nouveau. Ainsi GRAVI S
en 1898 a constaté que les feuilles détachées ou des épidermes isolés de
Tradescantia virginica L. maintenues sur l'eau pendant une dizaine de jour s
ont leurs stomates considérablement ouverts et un potentiel osmotique remar-
quablement élevé . Toutefois l'explication de ce phénomène n'a pas été correc-
tement interprétée et il semble que depuis, il n'a pas attiré non plus l'attention
des chercheurs .

Le KNo3 utilisé comme agent plasmolysant dans ces expériences n'est pa s
un plasmolyticum valable . Il pénètre dans les cellules, modifie les propriété s
des membranes et du cytoplasme et en s'accumulant peut faire monter l e
potentiel osmotique . D'autre part, le séjour prolongé des tissus dans l'ea u
peut avoir des effets pathologiques, se manifestant par l'ouverture excessiv e
des stomates et une perte du pouvoir de se plasmolyser . Nous avons donc jug é
utile de réexaminer le comportement des stomates des épidermes isolés placé s
à l'obscurité, dans des conditions d'une hyperhydratation prolongée. Ceci paraît
d'autant plus intéressant que les effets sur les cellules des conditions créant une
hyperhydratation ont considérablement moins préoccupé les chercheurs que le s
conséquences de la déshydratation .

Si le potentiel osmotique des cellules stomatiques subit réellement un e
élévation considérable comme le constate GRAVIS, celle-ci devrait se faire ,
comme le suppose IUIIN (1933), au détriment des réserves amylacées contenue s
dans ses cellules. Pour cette raison nous avons jugé indispensable de faire de s
mesures comparatives de la teneur en amidon des cellules stomatiques e n
même temps que celles du potentiel osmotique, et cela avant et après le séjou r
sur l'eau .

D'autre part, en fournissant aux cellules des métabolites intermédiaires d e
l'amylolyse, la dégradation de l'amidon devrait se ralentir ou même s'arrêter ,
si les cellules n'ont pas subi des dommages provoqués par l'eau. Nous avon s
donc aussi cherché à voir dans quelle mesure nos coupes ont conservé le pou -
voir de resynthétiser l'amidon .

MATÉRIEL ET MÉTHODE S

Quatre espèces ont été sélectionnées : Centranthus ruber D.C., Plantago
lanceolata L., Veronica beccabunga L., et Bacopa moniera Wettst . Elles sont
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cultivées en serre froide sur sol modérément humecté pour les deux première s
espèces et bien saturé d'eau pour les deux autres .

Les feuilles sont prélevées le soir, soigneusement lavées et gardées la nuit
en chambre humide la base de la feuille dans l'eau . Les coupes paradermales
fines sont effectuées sur la face abaxiale des feuilles et placées sur l'eau d'Evian
(pH 7,7) préalablement filtrée, à l'obscurité à 20° C pour une durée de 4 à
10 jours suivant les espèces. Il est très important d'avoir des coupes autant
que possible de même surface et épaisseur . Il est aussi préférable de laisse r
les débris des cellules sous-épidermiques sur place sans chercher à les enlever ,
sauf les chloroplastes, car les manipulations de nettoyage endommagent le s
épidermes .

La teneur en amidon des cellules stomatiques est mesurée au micropho-
tomètre MPW de Leitz, comme il a été décrit dans notre publication précé-
dente (MOURAVIEFF, 1973) au début et à la fin des expériences . Il est à souligner
que la teneur en amidon au terme des essais varie considérablement d'u n
stomate à l'autre, ce qui rend difficile d'établir une moyenne . De toute façon
elle est toujours très inférieure à celle du départ .

Le potentiel osmotique des cellules stomatiques est évalué au début et à
la fin des essais par la recherche de la plasmolyse limite, cinq minutes aprè s
avoir placé les coupes dans les solutions de glucose . Bien que cette méthode
ne soit pas parfaite, elle permet d'observer les cellules et les modification s
survenues au contact protoplasme-paroi, consécutive aux effets de l'hydratatio n
et de la conservation à l'obscurité .

Enfin l'aptitude des cellules stomatiques à resynthétiser l'amidon es t
éprouvée en plaçant les épidermes pour 48 heures, avant la fin des expériences ,
sur des solutions à 0,04 M de divers métabolites cités dans le tableau 2 . Il n'y
a pas eu de contamination des coupes .

RÉSULTATS ET DISCUSSION S

Comme le montre le Tableau 1 les quatre espèces examinées réagissen t
différemment au contact prolongé avec l'eau . Alors que les épidermes de
Centranthus ne résistent guère quatre jours et ceux de Plantago cinq jours ,
les épidermes de Veronica et Bacopa sont encore en vie dix jours après l e
début des expériences . Centranthus est une espèce des lieux ensoleillés et secs ,
Plantago abonde dans les prairies et pâturage . Veronica est une espèce semi-
aquatique, fréquente aux endroits souvent immergés, tandis que Bacopa est fran-
chement aquatique . On aurait tendance à voir une adaptation aux conditions d u
milieu bien que les épidermes isolés se comportent différemment à beaucoup
d'égards des organes entiers .

Le Tableau 1 montre aussi que le potentiel osmotique à la plasmolys e
limite baisse régulièrement chez Centranthus et Plantago tant que les cellules
stomatiques et épidermiques sont en vie . Il augmente légèrement chez Vero-
nica et Bacopa . Cette dernière espèce possède dans son épiderme des plastes
amylifères et dans les stomates un ou deux gros liposome . Les vacuoles s'hydra-
tent et le volume des stomates augmente . C'est à partir du moment qui précède
de peu la mort des cellules que les stomates s'incurvent exagérément et pren-
nent la forme de deux fers à cheval joints par leurs bouts . GRAVIS (1898) e t
ILJIN (1933) ont figuré l'aspect étrange de ces stomates et l'ont attribué à l'aug-
mentation considérable du potentiel osmotique . A notre avis cette courbure
excessive pourrait bien être provoquée par une croissance de la membrane . A
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Espèces végétales
Durée de s

expériences

O

	

des
p l

O

	

des
Pl

Pourcentage s
de l'amido n

en jours
cellule s

stomatiques
cellules

épidermiques
av . et après
l'expérience

Centranthus ruber D.C	 1 0,47 0,42 10 0
4 0,33 0,32 5

Plantago lanceolata L	 1 0,47 0,46 10 0
5 0,46 0,45 0

Veronica

	

beccabunga

	

L .

	

. . 1 0,35 0,33 10 0
10 0,47 0,58 0

Bacopa monniera Wettst . . . . 1 0,35 0,32 10 0
9 0,46 0,53 20

TABLEAU 1. - Variations du potentiel osmotique à la plasmolyse limite (0
pl )

et du pourcentage de l'amidon des cellules stomatiques après un séjour à l'obscurité su r
l'eau . Chaque chiffre du tableau est une moyenne de 30 mesures .

Produits
Teneur en Produits Teneur en

amidon amidon

Saccharose	 55 Acide

	

glycolique

	

tamponé . 0

Glucose-6-phosphate	 40 Dihydroxyacétone phos -

de Sodium 40
Phate	phate 0

Glycéraldéhyde	 20 Acide glutanique	 0

Uridine-5'-Monophosphate Acide céto-glutarique	 3
diNa	 5

Glycérine bi-distillée	 0
Phospho (énole) pyruvate

monoK	 3 Témoin sur eau	 0

TABLEAU 2 . - Pourcentages (approximatif de l'enrichissement en amidon des cellule s
stomatiques de Veronica beccabunga en amidon après un séjour à l'obscurité sur ea u
pendant 48 heures et sur les solutions de divers métabolites .
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ce stade d'ailleurs il est impossible d'obtenir une plasmolyse, même avec de s
concentrations très élevées de glucose pour la simple raison que les cellule s
sont mortes. Il en est de même des cellules épidermiques . Tout se passe comm e
si la membrane plasmique altérée était devenue perméable au glucose et
celui-ci rentré dans le mésoplasme . Lorsqu'aux fortes concentrations de l'ordr e
de 1,0 à 1,5 M par exemple, on arrive à détacher la surface du protoplasme de
la paroi, celui-ci a un aspect irrégulier et mamelonné au lieu d'être régulie r
et lisse comme dans une plasmolyse normale. Le protoplasme paraît visqueux
tout en restant limpide et clair (Veronica et Bacopa) . Ce n'est que plus tar d
au moment de la mort qu'il prend un aspect granuleux .

Les mouvements du protoplasme au contact avec l'eau à l'obscurité s'ar-
rêtent assez tôt, sauf chez Bacopa o'ù nous les avons observé nettement 8 jour s
après le début de l'expérience. Les mitochondries et les sphérosomes, bien
visibles au début, deviennent de plus en plus difficile à distinguer et le cyto-
plasme lui-même s'hydrate, mais à l'aproche de la mort devient plus visqueux
à en juger par l'effet des microponctions.

Le Tableau 1 montre aussi que l'amidon diminue progressivement dans le s
stomates . Il disparaît entièrement chez Veronica et Plantago peu avant la mor t
des cellules, mais il reste encore au moment de la mort 7 % chez Centranthus
et 20 % chez Bacopa . Dans les épidermes détachés l'amylolyse est donc plus
rapide que chez les organes entiers, comme l'a déjà constaté PALLAS (1964) qu i
semble avoir ignoré les recherches de TAUJA-THILMAN (1942) . Ces deux auteur s
ont aussi examiné le pouvoir de l'amylogénèse à partir de divers sucres . Mai s
en plus, nous avons voulu voir, si l'amylogénèse pouvait se réaliser à partir
de certains autres métabolites de la glycolyse et de la photosynthèse . Comme
le montre le Tableau 2, seule le saccharose et dans une certaine mesure l e
glycérophosphate de Na se sont montrés intéressants . Il est clair qu'un lon g
séjour sur l'eau à l'obscurité a désorganisé l'appareil enzymatique indispen-
sable, ce que les auteurs précités n' ont pas remarqué .

Quel peut être l'effet de l'hydratation sur le protoplasme ? La questio n
est difficile et n'est pas encore résolue . Le protoplasme extravacuolaire es t
formé de 80 % d'eau et de 16 % à 20 % de protéines . C'est dire l'importance
de la phase aqueuse . Les recherches récentes sur l'état de l'eau dans les systè-
mes biologiques, effectuées à l'aide des mesures de la relaxation diélectrique ,
résonance magnétique nucléaire à pulsation en phase cohérente, spectre de
dichroisme circulaire, etc . . . pour ne citer que les nouvelles techniques, ont
confirmé et précisé l'organisation « ordonnée » des molécules d'eau au contac t
des protéines et polypeptides . Celle-ci est différente par ses propriétés de l'eau
ordinaire (KuNTZ et al . 1974) . Les assemblages des biomolécules possèdent alors
des propriétés additionnelles supramoléculaires qui gouvernent le métabolism e
hydrique cellulaire (COPE, 1973) .

L'eau est un donneur et un accepteur de protons pour les sites de liaison s
hydrogène à la surface des protéines, tels que les groupes hydroxyles au x
extrémités des chaînes latérales de sérine, thrénine et thyroxine et tend à
s'associer avec eux par des liaisons hydrogène et de polarité . De même, le s
groupes imino et carbonyle peuvent s ' associer à l ' eau. Les groupes amido sont
impliqués dans la résonance et de ce fait s'unissent aussi à l'eau (LEWIN, 1974) .
Par contre, les groupes hydrophobes, tels que les chaînes latérales amino tenden t
à repousser les molécules d'eau et à renforcer la rigidité de la couche de l'ea u
autour des protéines . Ces modifications de la structure de l'eau provoquées pa r

BULLETIN DE LA SOCIETE LINNEENNE DE LYON, 45e année, n° 7, septembre 1976 .



- 262 -

les macromolécules augmentent la stabilité de l'eau liée et font croire à l a
présence d'une structure semicristalline (CoPE, 1973) et même à une structur e
« ice-like » qui lui donne des propriétés d'un semi-conducteur (MUHLIG, 1974 ;
RErNIsx et al . 1975) .

D'autre part, la situation dans le protoplasme est rendue plus complexe
encore par la présence générale de cations, anions et surtout de lipides qu i
interréagissent avec les molécules d'eau. Ainsi les cations désagrègent la struc-
ture de l'eau liée, tandis que les anions la consolident . La surface fortement
chargée des micelles des lipides polaires restreignent la mobilité de l'eau.
L'énorme différence entre la tension interfaciale des membranes et celle d e
l'eau est un facteur important de la pénétration de l'eau .

L'ensemble eau, protéines, lipides et ions, forment un complexe délicat e t
instable . Pour essayer d'interpréter en termes mathémati ques cet état physico -
chimique métastable, LING (1962) a proposé sur la base de ses calculs statis-
tiques une hypothèse « association-induction » qui paraît mieux expliquer actuel-
lement, le comportement très particulier du protoplasme vivant . Dans un
article récent (LING et al ., 1973), cette hypothèse est renforcée par des argument s
et expériences nouvelles. Il pense que les groupes fonctionnels des chaîne s
latérales des protéines ont des propriétés qui s'expriment en terme de « c- e t
c'-value » qui est une mesure de la densité électronique et qui font que le s
mêmes groupes carboxyle b et y peuvent tantôt préférer les ions K+ aux ion s
Na+ tantôt les ions Na+ aux ions K+ . En plus les valeurs c- et c'- sont
contrôlées à leur tour et modulées par les « cardinaladsorber », dont l'un des
plus importants est l'ATP . GULATI et al . (1973) ont montré qu'il existe une rela-
tion quantitative entre la concentration des ions K+ et celle de l'ATP et que
chaque molécule d'ATP absorbe et contrôle aux sites d'absorption environ
20 ions K + ou Na+ . Or on sait quel rôle important revient aux ions K+ dan s
les mouvements des stomates (RASCHKE, 1975) et encore récemment il a ét é
confirmé (KUBICHEK, 1974) la relation entre la teneur en ATP des cellule s
stomatiques et le degré de l'ouverture des stomates .

Bien entendu toutes ces considérations s'appliquent aussi aux membranes ,
et ce sont bien les membranes qui sont exposées en premier lieu au contac t
avec l'eau . Il est intéressant de noter que les recherches récentes sur les mem-
branes d'origine animale ont montré l'existence d'une mobilité de diffusio n
latérale de l'eau organisée qui se ferait avec une vitesse de 2 .10-" cm''/s, alor s
que celle de l'eau non liée est de 10-" cm=/s (FINICH et al . 1975) comparable
à celle des lipides et à certaines protéines membranaires . Cette eau serai t
même le vecteur de la mobilité latérale de ces macromolécules. Les mem-
branes sont minces 1CO A environ et de consistance visqueuse, semi-fluide ave c
une distribution moléculaire en « ordre-désordre » . Elles sont essentiellement
formées par l'association de divers protéines-phospholipides, dont une certain e
partie est soluble dans l'eau non physiologique (à pH et tension ionique diffé-
rente) . Ils se désagrègent alors et se séparent en vésicules (GuLIK-KRZEWICKI ,
1975) . Diverses enzymes membranaires, telles aue l'ATPase, d-Glycéraldéhyde-3 -
phosphate deshydrogénase, aldolases ou le Phytochrome associés aux mem-
branes se détachent dans l'eau .

Le séjour prolongé des épidermes à l 'obscurité a pour conséquence d ' appau-
vrir les cellules en substances énergétiques . La disparition de l'ATP et d'autre s
métabolites de première importance est à l'origine de l'exocytose des sels et
ions. Les molécules de l'eau qui ont sensiblement les mêmes dimensions que
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les ions K+ s'infiltrent, ce qui provoque une fluidification du cytoplasme, unè
disjonction des protéines membranaires et protoplasmiques par rupture des
liaisons ioniques, rupture des associations liées par les ponts hydrogène, ruptur e
des adhérences hydrophobes, avec repliement vers l'intérieur des groupes impli-
qués et la dénaturation. Les désordres ainsi créés amènent la mort des cellule s
par ce qu'on pourrait appeler le « syndrôme de l'hyperhydratation » .

Les recherches que nous poursuivons sur les épidermes d'autres espèce s
devront nous montrer dans quelle mesure, l'aptitude de supporter un long
contact avec l'eau est générale chez les hydrophytes, ou si comme dans notr e
cas, elle serait un caractère des Scrofulariacées .

Présenté à la Section de Botanique en sa séance du 10 avril 1976 .

1 . MOURAVIEFF,

Laboratoire de Physiologie végétale ,
93, boulevard du 11-Novembre-1918, 69100 Villeurbanne .
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