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nÉsurrÉ

Lorsqu'on soumet une feuille étiolée de Haricot à un régime d'éclairs
répétés de faible énergie (6,17'10'ergs.cm-n par éclair au niveau de la feuille)
et de courte durée (130 p,sec à mi-hauteur du pic), les caractères des change-
ments spectraux observés (absorption et fluorescence à 77'K) dépendent de la
fréquence des éclairs. A des fréquences supérieures à 0,2 Hz, le maximum de
l'émission de fluorescence à basse température est situé à 690-693 nm (absorption
autour de 682 nm), tandis qu'à des fréquences inférieures à 0,1 Hz il se trouve
à 680-685 nm (absorption autour de 668 nm). Lorsque les fréquences sont
intermédiaires, la réponse varie de feuille à feuille dans un lot déterminé.
L'effet observé ne dépend apparemment pas de la durée du traitement par
éclairs répétés, si le nombre d'éclairs reçus par la feuille reste inférieur ou
égal à 200.

SUMMARY

lÿhen an etiolated bean leal is illuminated with a regime ol repetitive lîght
llashes of low energy (6.17'10" ergs.cm-'per llash at the level of the kaf)
and short duration (130 p"sec at half-'tÿidth) the characters ol the spectral
changes one can observe (absorption and lluorescence emission at 77 "K) are
dependent on the lrequency ol the flashes. At lrequencies above 0.2 Hz, the
maximum of the fluorescence emission at low temperature is located at 690-
693 nm (absorption maximum around 682 nm), whereas at frequencies below
0.1 Hz the maximum ol fluorescence lies at 680-682 nm (absorption around
668 nm). For intermediary frequencies the response varies lrom leal to leal
within a given set. The observed eflect apparently does not depend on the
duration ol the treatment u,ith repetitiÿe flashes iÎ the number of flashes does
not exceed or is equal to 200.
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INTRODUCTION

Les recherches récentes de G.cssMlN et a/. (1968), KlsN et al. (1970),
Srnollrrlr et al. (1968) ont établi que la réduction in vivo de la protochloro-
phylle (-ide) en chlorophylle Gide) s'eftectue en plusieurs étapes (SIRoNVAL et
kuyrrn, 1972). L'expérimentation à l'aide d'éclairs ayant une durée de I'ordre
de la milliseconde, sur des feuilles de haricots étiolés, a permis d'étudier ces

étapes. 11 a été notamment montré que le premier produit formé in vivo, à la
lumière et en un temps inférieur à la seconde, émet à 688 nm et absorbe à
676 nm (Puas-uza). Ce produit se transforme à l'obscurité selon le degré d'avance-
ment de la réaction lumineuse, soit en un produit émettant à 675 nm et
absorbant à 668 nm (la transformation dure alors quelques minutes à la tempé-
rature ordinaire, LITvIN et Bvervaevl, 1971), soit en un produit émettant à

694 nm et absorbant à 682-684 nm (la transformation est complète en 30
secondes à la température ordinaire, SlnoNvAL et MICHEL, 1967 ; GassueN
et al., 1968).

Nous résumons dans cette note préliminaire quelques faits observés
récemment. Ils permettent d'affirmer que la fréquence d'éclairs de courte durée
et de faible intensité détermine directement ou indirectement certains caractères
des déplacements spectraux se produisant dans une feuille étiolée qui les reçoit
en nombre limité (de l'ordre de 200). Il s'agit d'éclairs tels qu'après 200 éclairs,
le pourcentage de pigment réduit est de l'ordre de 25 Vo.

MATÉRIEL ET MÉTIIODES

Des graines de Phaseolus vulgaris L., var. Commodore, sont semées sur vermiculite
et cultivéei à I'obscurité totale suivànt Srloxvlr et a/. (1968). Les feuilles primordiales sont
coupées au 14" ou au 17" jour après le semis. La cueillette a lieu 15 à 30 min âvant le
début de l'expérience.

Les feuilles sont disposées dans le noir sur les portoirs en laiton décrits dans SrxoxvlL
et BRouERs (1970). ElleÀ sont exposées à une série d'éclairs de lumière blanche. La tem-
pérature est fixée à + 24 "C pendant I'irradiation. Chaque éclair a une durée de 130

microsecondes au dixième de la Àauteur. La fréquence de la répétition des éclairs est fixée
à l'aide d'un générateur d'impulsion pilotant l'étaÀe alimentant en T.H.T. l'électrode d'amor-
çage du tube.

Un tube à décharge General Electric type FT 230 constitue la source des éclairs.
Ceux-ci sont obtenus en déchargeant, à travers le tube, un condensateur de 0,5 1rF chargé
à2500v.

Le tube à décharge est situé au centre d'un montage circulaire qui supporte vingt
portoirs de feuille placés à l0 cm de I'arc; vingt feuilles sont ainsi éclairées de la même
manière et simultanément. L'énergie lumineuse intégrée sur la durée d'un éclair est de
6,17 X 1CP ergs.cm-2 au niveau des feuilles. Un dispositif électromagnétique fait tomber
les portoirs dans des vases de Dewar remplis d'azote liquide; la chute a lieu immédiatement
après le dernier éclair d'une série prédéterminée. Les vases sont placés sous les portoirs
une minute environ avant le dernier éclair prévu.
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[æs spectres de fluorescence des feuilles sont mesurés à la température de I'azote
liquide à ltaide du spectrofluorimètre décrit par Srnoxver et a/. (1968). Une lampe à vapeur
de mercure équipée à'un filtre isolant la raie à 436 nm fournit la lumière d'excitation,

Les spectres d'absorption sont enregistrés à la température de l'azote liquide à -l'aide
d'un spectiophotomètre Cary 14. Un verre diffusant est intercalé sur le trajet du faisceau
témoin, de manière à ajuster la ligne de base au-delà de 700 nm.

RÉSULTATS

1. 
- 

Dépendance du changement spectrâl produit par des éclairs à l'égard de

la durée de la période obscure entre éclairs.

La figure I montre en (A) les spectres d'émission et d'absorption . 
à

-196 
oC-d'une feuille, étiolée au départ, qui a reçu 200 éclairs successifs

tels que l'éclair (n + 1) était séparé do l'éclair (n) par une période d'obscurité
de 1 ieconde. Etle compare ces spectres à ceux (B) d'une autre feuille, étiolée au

départ, ayant reçu de même 200 éclairs identiques aux précédents, mais tels que

l'éôlair ti, + tl était séparé de t'éclair (n) par une période d'obscurité de

15 secondes. Les spectfes (A) et (B) diffèrent par Ia position des bandes

principales d'émission et d'absorption dans le rouge formées sous I'action des

êclairi répétés à partir du complexe protochlorophyllideJipiprotéine Pour-urt

initial. Lei spectres- diffèrent aussi par l'intensité de l'émission à 630 nm ; cette

dernière est relativement plus intense en (A) qu'en (B) en comparaison des

émissions à 693 nm en (A) ètà682 nm en (B). Par ailleurs, l'absorbance à

682 rm en (A) est à peine égale à l'absorbance à 650 nm, tandis qu'en -(B)
I'absorbance à 668 nm ést plus élevée que I'absorbance à 650 nm. Ces caractères

se reproduisent de feuile à feuille. Tant en (A) qu'en (B), la comparaison des

specties d'émission avec les spectres d'absorption suggère un transfert d'énergie
dè la protochlorophylle Cide) à la chlorophylle (-ide) puisqg'_on observe prin-
cipalement une fluoiescence due à la chlorophylle (-ide) (à 6§2 et 693 nm) et
piseqo" pas de fluorescence due à la prorochlorophylle (-ide) (à 630 et 650 nm)

àlors-qué les spectres d'absorption montrent que la grandeur de I'absorption des

deux pigments est du même ordre.

La différence entre les spectres (A) et (B) ne dépend pas de la durée totale
du temps séparant le premièr éclair du moment où, immédiatement après .le
zOCr, tà teriiUe est plongée dans l'azote liquide : 2OO secondes en (A) ;

3 000 secondes en (B). Ltfigure 2 prouve en effet que 150 éclairs donnés à

5 secondes d'intervalle (l : O2 Hz) produisent une émission principale localisée
entre 690 et 694nm, semblable à celle du specrte (A) (fig. 1), tandis que

50 éclairs donnés à 15 secondes d'intervalle (l - 0,066 Hz) produisent une

émission localisée entre 675 el 678 nm, semblable à celle du spectre (B) (fig. 1),

pour une même durée totale du traitement par les éclairs :. 750 secondes dans

ies deux cas. La figure 2 montre encore que dès le 50 éclair, la localisation
des bandes est déteiminée par la durée de la période obscure. On observe un
faible déptacement vers les-plus grandes longueurs d'on$e,du 5-0" au 150-200"

éclair, indépendamment de la fréquence des éclairs (675 --> 682 nm pour les

intervalles àe 15 secondes I 688+693 nm pour les intervalles de 5 secondes

entre éclairs).
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Frc. l. - Spectres d'absorption (en bas) et de fluorescence à 77 "K (ea haut) de deux
feuilles primordiales de haricots, étiolées et de même âge, ayant reçu 200 éclairs,
l'une à la fréquence de I Hz (A - 

-) 
et I'autre à la fréquence de 0,066 Hz

(B : 
-.-.-.-). Les émissions ont été normalisées à la même valeur à leur maxi-

mum (à 693 nm, courbe A et à 682 nm, courbe B).

2. - Effet de 200 éclairs successifs séparés par une période obscure inférieure
à 5 secondes (f - 0r2 llzt ou supérieure à 10 secondes (f - Orl Hz).

Lorsque l'intervalle obscur entre éclairs est inférieur à 5 secondes, et au
moins jusqu'à 1 seconde, la bande principale de la fluorescence de toutes les
feuilles sans exception se situe après 200 éclairs à une longueur d'onde supé-
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Frc. 2. - Position du maximum de l'émission de fluorescence à 77 "K trouvé chez des
feuilles primordiales étiolées de haricot ayant reçu un nombre donné d'éclairs répété,s,
soit à là fréquence de 0,066 Hz, soit à la fréquence de 0,2 Hz' En ordonnée, la
position du maximum de l'émission de fluorescence. En abscisse, le nombre d'éclairs
iépétés reçus. Chaque trait représente la position du maximum observé chez une
feuille qui- a reçu 50, 100, 150 ou 200 éclairs répétés. Le triangle dessiné à droite
de chaque série de 6 ou 8 traits représente la valeur moyenne de la position du max-
imum dans la série considérée.
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Frc. 3. - Nombre de feuilles (en ordonnée) dont le maximum de l'émission de fluorescence
à 77 'K a été trouvé à une valeur donnée en abscisse, d'une part, dans un lot de 38
feuilles ayant reçu des éclairs à une fréquence plus grande que 0.2 Hz (courbe A),
et d'autre part, dans un lot de 34 feuilles ayant reçu des éclairs à une fréquence plus
petite que 0,1 Hz (courbe B).
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rieure à 686 nm (fig. 3, courbe A). Au contraire, pour des intervalles plus
grands que 10 secondes et au moins jusqu'à 25 secondes, la bande observée
après 200 éclairs se situe à une longueur d'onde inférieure à 686 nm (fig. 3,
courbe B). Il est exceptionnel que l'émission principale d'une feuille se situe
à 686 nm (t 1) après 200 éclairs.

Nous n'avons pas expérimenté des éclairs séparés par des intervalles plus
courts que I seconde. Mais on sait qu'après un seul éclair intense d'une milli-
seconde, Ia bande d'émission est trouvée à 688 nm. Par ailleurs, nous avons
parfois séparé les éclairs par des intervalles de plusieurs minutes. Dans ce cas,
la bande d'émission formée est située en dessous de 685 nm, en général autour
de 675 nm.

3. 
- Individualité de la réponse des feuilles lorsque la durée de la période

obscure entre éclairs est comprise entre 10 et 5 secondes (fréquence
comprise entre OrL et Or2 Hzl.

Lorsque la période obscure séparant deux éclairs successifs est comprise
entre 5 (l : O,zHz) et 10 secondes (l - 0,t Hz), la bande principale d'émission
se situe, après 200 éclairs, ou bien à une longueur d'onde inférieure à 686 nm,
ou bien à une longueur d'onde supérieure à 686 nm, selon la feuille. L'expérience
permet de mesurer la probabilité que, dans un lot d'un âge donné, une feuille
prise au hasard fournisse I'un des deux résultats. Pour le lot de feuilles qui a
servi à établir la figure 4, la probabilité que la bande se situe à une longueur
d'onde supérieure à 686 nm est proche de zéro si I'intervalle est de 10 secondes.
Elle s'accroît au fur et à mesure qu'on réduit I'intervalle obscur de 10 à
5 secondes. Elle atteint l'unité pour des intervalles de I'ordre de 4 secondes.
La forme de la courbe ne varie pas de lot de feuilles à lot de feuilles ; seule
la position de la zone des fréquences de transition varie. La position de cette
zone dépend notamment de l'âge des feuilles, comme on le voit sur la figure 5.

Probabitity

lr0

o

0,5

0 o-[-).
20 sec

Q05 Hz
5

0,2
l0
0,1

t5
0,06

Frc. 4. - Probabilité (en ordonnê) que le maximum d'émission de fluorescence d'une
feuille prise au hasard se trouve à une longueur d'onde supérieure à 686 nm en
fonction de la fréquence des éclairs (en abscisse).
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Frc. 5. - Effet de l'âge de la feuille primordiale sur la position du maximum de l'émis-
sion de fluorescence à 77 "K trouvé après que la feuille a reçu 120 éclairs à la
fréquence de 0,1 Hz. En traits pleins: spectres de fluorescence de 5 feuilles prises au
hasard âgées de 14 jours. En traits interrompus : spectres de 5 feuilles du même lot
prises au hasard mais âgées de 15 jours. Les spectres sont reproduits entre 67O et
700 nm.

La figure 6 montre plusieurs sous-groupes de réponses possibles pour un lot
donné de feuilles ayant reçu 200 éclairs à des fréquences comprises entre 0,1 et
0,2H2. Les réponses sont plus ou moins localisées autour de 690-692,688-690
(aux fréquences de 0,143 et O,166H.z), 683-684 et 680-682 nm (aux fréquences
de 0,125 et 0,111H2). Une division en sous-groupes est généralement observée
lorsque l'intervalle obscur dépasse 4 secondes. Ceci souligne I'individualité de la
réponse foliaire (l'hétérogénéité de l'âge physiologique des feuilles individuelles,
etc.).

DISCUSSION

Les émissions rencontrées après 200 éclairs répétés de faible intensité se

situent, le plus souvent, soit autour de 690-693, soit autour de 680-685 nm, les

absorptions correspondantes se situant soit autour de 682, soit autour de 668 nm.
Ces càractéristiques spectrales résultent de déplacements obscurs qui succèdent
à la photoproduction de P6ss-676, 

- 
c'est-à-dire de déplacements distincts de la

phototransformation proprement dite 
-, 

notamment pour les raisons suivantes :

1) Dans la feuille fraîche, un éclairement d'une durée de I'ordre de 1 ms
forme I'intermédiaire Pn**-oro émettant à 685 nm au début, et à 688 nm à la fin de
sa formation. Un déplacement obscur de I'émission de 685 vers 675 nm est
obtenu en quelques minutes à la température ordinaire si l'obscurité est donnée

L
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Frc. 6. - Nombre de feuilles (en ordonnee) dont le maximum de l'émission de fluorescence

à 77 'K (en abscisse) a été trouvé à une valeur donnée en abscisse dans quatre séries
de feuilles primordiales âgées de 15 jours et ayant reçu 200 éclairs à des fréquences
comprises entre 0,1 et 0,2 }{z. Le nombre total des feuilles dans les séries est de
20 feuilles sauf dans la série O.143 Hz où il est de 17 feuilles.

au début de la formation de Pcs*-azo ainsi qu'il ressort du travail de LrrvIN et
Bvrrvaeve (1971); un déplacement obscur de l'émission vers 693 nm a lieu
en moins de 30 secondes à la température ordinaire si l'obscurité est donnée
à la fin de la formation de Por*-oru comme I'ont montré StnoNver et al. (1967).

2) Les feuilles traitées par éclairs répétés n'émettent autour de 690-693,
ou de 680-685 nm après 200 éclairs, qu'à condition de travailler à une tempé-
rature supérieure à 0 oC, et d'utiliser des feuilles fraîches. Nous avons vérifié que
si la feuille étiolée est lyophylisée avant d'être soumise au régime des éclairs,
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ou si la feuille étiolée fraîche est maintenue à 
- 

10 oC, les émissions après

200 éclairs sont localisées entre 685 et 688 nm. Or, il est connu par les traYaux

de Lrrvw et Byrr.yervA (1971), GlsstrllN et al. (1968), ArovouNoclou et

Mtcrrlropoulos (1971) et DurenDIN (1973) que ces conditions inhibent les

déplacements spectraux obscurs.

On notera que la méthode expérimentale précipite la feuille dans I'azote

liquide à f instant du dernier éclair d'une série, ce qui élimine les changements

qui pourraient se produire à I'obscurité après la fin de la séquence des éclairs'

ô""i p".."t de dire que les caractéristiques des spectres s'élaborent pendant

le traitement par éclairs répétés.

On notera également qu'après 200 éclairs et en comparaison de l'absorbance

résiduelle à 650 nm, l'absôrbance à 668 nm observée lorsque les éclairs sont

distants de 15 secondes est un peu plus grande que l'absorbance à 682nm
observée lorsque les éclairs sont distants de 1 seconde. La phototransformation
du spectre d'absorption est plus avancée dans le premier cas -que 

dans le second

(voii fig. 1). Ceci indique apparemment que. la chlorophylle Cide) se forme
ptus taàitement lorsque ies éitàirs sont espàcés que lorsqu'ils- sont rapprochés'

bans les deux cas, un transfert d'énergie semble avoir lieu de la protochloro-
phylle (ide) vers les formes de chlorophylle cide) absorbant,. soit à 668 nm
(emission autour de 682 nm), soit à 682 nm (émission autour de 693 nm). on
sait que dans des feuilles de haricots, ou dans des préparations de complexes
protoèhlorophyllideJipoprotéine partiellement phototransformés,_il existe un trans-

îert d,énergÈ àe la prôtottrloroptrylle Gide) à la chlorophyllide (KIHN et al., l97O ;

Bnourns et al., 1,972).

Il nous paraît important d'insister sur le. fait qu9 les chalgements spectraux

observés après un trâircment par éclairs répétés dont la 
- 
durée totale est de

l'ordre ae iO a 15 minutes dépéndent de la fréquence des éclairs. On voit en effet

sur la tgure 2 que 50 éclairs donnés à la fréquence_{e_0,06H2 provoquent un

déplaceràent de Î'émission vers 693 nm, tandis que 150 
-éclairs.à. 

la fréquenc-e de

O,i *lz entraînent un déplacement de l'émission vers 693 nm, bien que la durée
totale du traitement aitété de 12 minutes 30 secondes dans les deux cas. Pour
des durées de traitement plus longues que 10 à 15 minutes, on ne peut.évidem-
ment pas exclure à la température ordinaire les phénomènes obscurs qui provo-
quentie « shift de SnrslrÂ » (1957). Ce résultat montre que la feuille étiolée est

càpable de mesurer le temps qui sépare deux événements lumineux. Nous ignorons

la nature du mécanisme imPliqué.
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