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Recherches sur l'impermeabilite des graines dures
chez les Legumineuses

Par L. Cavazza

(Institut de physiologie vegetale de l'E. P. F. de Zürich)

Manuscrit regu le 7 aoüt 1950

On appeüe graines dures celles qui, mises dans des conditions ade-

quates d'humidite et de temperature, ne gonflent pas et par consequent
ne germent pas, meme apres plusieurs annees. Ce phenomene est du ä

l'impermeabilite du tegument ä l'eau. Les recherches effectuees pour
etablir la cause de cette impermeabilite, bien qu'elles aient ete
entreprises depuis fort longtemps, n'ont pas encore permis de trancher cette

question et les opinions des differents auteurs sont extremement contra-
dictoires.

L'impermeabilite des graines dures chez les legumineuses etant d'un
grand interet tant du point de vue botanique qu'au point de vue agro-
nomique, il nous a semble interessant d'en reprendre l'etude ä l'aide de

diverses methodes convergentes.
Avant d'exposer les hypotheses emises jusqu'ä ce jour, il est

indispensable de decrire brievement l'anatomie du tegument de la graine chez
les legumineuses.

D'apres la bibliographie, il semble que la couche cellulaire externe
corresponde ä l'epiderme externe de la membrane interne de l'ovule.
Cette couche est constituee par des cellules allongees dans le sens radial
soit en forme de prismes ä base polygonale, soit en claveau, formant
palissade. Ces cellules ont ete decrites sous differents vocables, parmi
lesquels nous ne retiendrons que la denomination de « cellules mal-
pighiennes » du nom de Marcel Malpighi qui les observa le
premier. La longueur des cellules est tres variable (de 18 ä 320/*).
Mattirolo, Buscaglioni et Giardinelli ont trouve un rapport
direct entre cette longueur et la grandeur de la graine. Ces cellules ont
frequemment un lumen etroit, generalement elargi ä la base. La
membrane laterale est renforcee irregulierement par des bandes de cellulose,
qui deviennent plus epaisses dans la partie haute et penetrent dans le
lumen de la cellule. L'extremite externe des cellules malpighiennes
presente un aspect tantöt aplati, tantöt en forme de calotte ou en pointe
(« cono » des Italiens et « cap » des Anglais). La cuticule, qui peut recou-
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vrir la graine, est mince. Une couche d'epaisseur tres variable, que
Mattirolo et Buscaglioni ont decrite comme etant de nature mucil-
lagineuse et analogue au revetement des espaces intercellulaires, serait
situee entre cette cuticule et la base superieure des cellules malpighiennes.

Ces dernieres sont traversees, pres de leurs extremites externes ou
plus en dessous, par une ligne ou bände caracteristique, qui se distingue
du reste de la membrane par ses proprietes optiques. Bien que M a 1 -

p i g h i l'ait dejä observee en 1675, la nature et la signification exacte
de cette ligne restent ä elucider. On l'a appelee «linea alba, 1. lucida, 1.

pellucida, Lichtlinie, Lichtzone », etc. Elle s'etend ä traArers la membrane
des cellules malpighiennes. Son epaisseur est variable; selon les especes,
eile peut avoir des bords nets ou confus. Elle peut etre plus ou moins
luisante. Dans quelques cas, cette ligne refringente est peu visible ou
manque completement; dans d'autres cas, on peut avoir des lignes sur-
numeraires. H a m b 1 y en lumiere polarisee, aurait dedouble cette ligne.
En section transversale, eile-ne serait pas visible (Junovicz). Quelques

auteurs ont demontre l'existence de petits canaux ou pores, qui
traversent la « linea lucida ».

A l'examen microchimique, la membrane des cellules malpighiennes
se revele constituee par de la cellulose. Selon Eames et Mac Daniels,
eile peut etre fortement cutinisee ou lignifiee; pour Mattirolo, au
contraire, seulement chez Baptisia, la lamelle moyenne serait lignifiee.
D'Ippolito, Hambly et Watson ont trouve que la partie
apicale de la cellule est suberifiee. La ligne refringente retient plus diffi-
cilement les couleurs que le reste de la membrane. L'existence de cette
ligne serait due pour Roussow ä des causes physiques et en particulier

ä une plus grande compacite et secheresse de la membrane ä ce
niveau. D'autres auteurs ont une opinion similaire, mais Wettstein,
Sempolo wski, Tschirch, etc. ne trouvent aucune difference
dans le contenu en eau. Pour Junovicz, la ligne est determinee par
une Constitution moleculaire particuliere, favorable ä une forte refraction
de la lumiere. Hambly pense qu'elle derive de la juxtaposition de la
suberine de l'extremite de la cellule et de la cellulose de la partie
inferieure. L o d h e soutient l'origine chimique, mais ses idees sur la cuti-
cularisation seraient erronees selon Netolitzky. Quelques auteurs
la decrirent comme lignifiee ou cuticularisee, mais Mattirolo et
d'autres excluent la presence de lignine dans la ligne claire chez les
legumineuses. T u n m a n n suppose qu'elle pourrait ötre due simulta-
nement ä des causes physiques et chimiques et pense qu'elle est de
nature pectique ou callosique. Pour Küster, eile serait due ä des
lamelles d'epaississement en forme d'anneau et, selon Eames et Mac
Daniels, eile serait determinee par la deposition de gouttes de cire
dans le lumen cellulaire. La ligne refringente semble correspondre au
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premier epaississement de la membrane, forme par de petits coussins

refringents, qui se forment ä une niveau independant de la longueur
finale de chaque cellule.

Apres incineration, le squelette des cellules malpighiennes reste

intact, mais la « linea lucida » n'est plus bien determinable. Les cendres

contiennent beaucoup de calcaire et de silice. La cuticule est
particulierement riche en calcaire (M a r 1 i e r e).

La couche malpighienne est toujours unique, selon Netolitzky,
et la decouverte d'une autre couche superposee serait due ä des erreurs
d'observation.

Sous la couche malpighienne se trouve une couche unicellulaire,
riche en espaces intercellulaires (cellules en sablier); on peut trouver
quelquefois une couche intermediaire formee de grandes cellules. Le
reste du tegument est forme d'une couche basale pluristratifiee, quelquefois

differentiee en une partie superieure, moyenne et inferieure.
Selon Mattirolo et Fremy, le tegument des legumineuses

n'aurait pas de lignine; pourtant Harz semble en avoir trouve dans de

nombreux cas, particulierement dans la region basale pres des vaisseaux,
mais aussi jusqu'aux cellules en sablier. Eames et Mac Daniels
disent que la lignine est normalement presente dans les cellules
malpighiennes.

L'examen anatomique ne montre pas, en general, de difference entre
les graines dures et les graines permeables, mais D'Ippolito aurait
observe que dans les graines dures, les pores, qui traversent la ligne
refringente, presentent un etranglement. White, Rees et Eames
et Mac Daniels trouvent que dans quelques cas l'epaisseur de la
cuticule augmente avec l'impermeabilite du tegument. Pour CoeMar-
tin, la ligne refringente-serait plus large chez les graines dures; le

lumen cellulaire serait plus etroit sous la ligne.
* *

Par les caracteres anatomiques et le comportement des graines
dures ä de differents traitements, on a essaye d'expüquer l'impermeabilite
du tegument. D'Ippolito (1905) soutient que la ligne refringente
lignifiee des graines dures empeche l'eau d'entrer par ses canaux plus
ou moins obliteres. Selon Coe Martin (1920), chez Melilotus alba et
M. officinalis, le gonflement serait empeche par la ligne claire, qui, dans
les graines dures, serait plus large. Gola (1905) donne une explication
bien differente. II pense que dans la graine normalement müre, les
cellules malpighiennes, en sechant, se separent des tissus sous-jacents et
parfois entre elles; elles permettent ainsi ä l'eau d'entrer. Dans les graines
dures, moins müres, par suite d'une Constitution incomplete des pectines,
les cellules ne se detachent pas et en contact avec l'eau, en s'opposant,
elles empechent l'augmentation de volume et par consequent l'absorption
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de l'eau. Netolitzky (1926) suppose que chez Lupinus l'impermeabilite

peut etre due en partie au contenu en calcaire et en silice des

cellules malpighiennes. White (1908), Rees (1911) et Eames et
Mac Daniels (1947) sont d'avis que la cuticule dans les graines de

petite et moyenne grandeur augmente d'epaisseur quand l'impermeabilite
augmente et serait la cause de la non-penetration de l'eau. Selon

Hambly (1932) ce sont les pointes des cellules malpighiennes qui, en
etant shberifiees, forment une couche impermeable. Neanmoins une etude
plus recente de Watson (1949) demontre qu'on ne releve aucune
relation entre la composition chimique des couches du tegument et son
comportement envers l'eau.

Crocker (1916) supposait que la permeabilisation des graines
dures etait obtenue par une modification de l'etat coüo'idal des constituants

chimiques du tegument et d'autres auteurs sont aussi de cet avis.
L'importance de l'etat coüo'idal est confirmee par les resultats des traitements

ä l'eau chaude et se trouve renforcee par la theorie de la rever-
sibilite de la durete des graines de l'ecole de Hambourg, ä laquelle
cependant s'opposent Hambly et Ranker.

Apres ce tres rapide expose, qui laisse entrevoir l'incertitude qui
regne encore dans ce domaine, nous allons passer ä l'expose de la partie
experimentale.

Partie experimentale

Nous nous sommes propose d'etudier l'anatomie du tegument en
relation avec l'impermeabilite des graines dures.

Materiel utilise
Dans nos experiences, nous avons examine de la semence de

Gleditschia triacanthos L. (Caesalpiniaceae) produite ä Bari (Italie) en
1948, avec 100 % de graines dures. La graine a une couleur brune
sombre. Elle est grosse (volume de 1000 graines 135 cm3) et a une
forme analogue ä un ellipsoi'de ä trois axes. Elle est anatrope, ä tegument

tres epais et tres dur.
Nous avons encore examine la graine de Hedysarum coronarium

(Papilionaceae) de 1948, provenant de Ascoli Piceno (Italie) et ayant
une germinabilite de 84 % et un pourcentage de 13 % de graines dures.
Cette graine est bien plus petite (volume de 1000 graines 4,37 cm3)
et a une forme particuliere, qui rappelle celle d'un haricot. La graine est
campylotrope, avec un tegument assez mince.

Technique
1° En premier lieu, nous avons cherche ä obtenir de bonnes preparatilons

microscopiques. Nous n'avons employe que rarement le microtome ä main, qui
donne des coupes trop epaisses. La methode classique de Finclusion en paraffine
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est inutilisable, car la deshydratation necessaire redonne au tegument, gonfle dans
l'eau, sa durete initiale. N'ayant pas ä notre disposition des cires hydrosolubles,
conseiillees par gass, nous avons applique la methode de G o d f r i n modifiee et
perfectSonnee par Laboureur au savon-paraffine, avec quelques petites variations.

L'objet, prealablement fixe avec la Solution F. A.A. (formaldehyde, alcool,
acide acetique glacial), puis lave dans de l'eau pendant cinq heures environ, est
plonge dans un melange de G o d f r i n, dont la quantite d'alcool a ete reduite
dans la proportion suivante pour empgcher le durcissement des tissus.

Melange Godfrin Modification

g. 26,0 105,0

glycerine K. 20,0 20,0
gelatine S- 2,5 2,5
alcool ä 90° g. 160,0 80,0
äavon g. 50,0 50,0

On place le tout dans une etuve ä 50°—60° jusqu'ä evaporation de l'alcool et de
l'eau; en refroidissant, le melange durcit. Apres avoir isole la piece et enleve le
surplus de savon qui l'entoure, l'objet est inclus selon le procede ordinaire dans
de la paraffine fondue, dans laquelle le savon se dissout. Cette methode nous a
permis d^obtenir des coupes d'une epaisseur allant jusqu'ä 4 fi.

2° Pour obtenir des sections de graines non gonflees, et pourtant tres dures,
nous avons utilise la methode par coupe mince mineralogique, usee ä la meule,
dejä appliquee ä l'etude des graines par R o d r i g u e z. L'echauffement de la
graine devant etre evite pendant l'operation, nous avons eprouve quelques
difficultes dans le chfoftx du lubrifiant. L'eau etait rapidement absorbee par la graine;
l'alcool et le xylol, attaquant la resine qui fixe la graine sur la lame de verre,
etaient inutilisables. Aussi avons-nous commence l'usure avec tres peu d'eau et
nous avons termine ä sec en meulant tres lentement, afin d'eviter röchauffement.
Les resultats ont ete satisfaisants.

8° Pour pouvoir observer des cellules malpighiennes isolees, nous avons
macere des teguments pendant une nuit dans de l'eau oxygenee ä 10 %. Nous les
avons ensuite faits bouillir pendant une premiere heure dans de PH2SO4 ä 2,5 %,
puis pendant une seconde heure dans une Solution de NaOH ä 2,5 %. Les teguments
ainsi traites furent enfin broyes au « Blendor » pour separier les cellules.

4° L'analyse microchimique, les examens en lumiere ultraviolette, en lumiere
polarisee et au microscope electronique ont ete normalement executes.

5° Pour la determination de l'index de refraction (methode par Immersion et
Observation en lumiere polarisee»), nous avons choisi comme liquides des melanges
de butylstearate (n — 1,444), de tricresylphosphate (n 1,5515)-et de mono-
bromenaphtaline (n — 1,658), qui s'evapoxent tres lentement.

Resultats

1. Examen anatomique
Le n° 1 de la planche montre une section de tegument chez Gleditschia

triacanthos. A la partie inferieure se trouve la couche basale ä grandes
cellules aplaties dans le sens radial, avec des parois tres epaisses et
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sans espaces intercellulaires. Cette couche a une epaisseur variable, qui
est plus grande ä la region hüaire (0,89 mm.) et ä l'autre pole de la
graine (0,49 mm.); la couche est plus mince sur les faces (0,13 mm.) et

d'une epaisseur intermediaire le long du bord (0,38 mm.).
Au-dessus de cette couche on trouve les cellules en sablier (2,7 X

2,2 /£). Elles sont etranglees dans leur partie centrale et presentent des

parois tres epaisses et de larges espaces intercellulaires.
Les cellules malpighiennes sont tres allongees (longueur 134,9 ju,

largeur 9,5 p). Leur lumen semble un peu elargi ä la base, tandis qu'il
est etroit le long de la cellule. A proximite de la ligne refringente, on

peut parfois distinguer deux ou trois petits canaux. Plus rarement ces

canaux semblent s'etendre au-delä de cette ligne. Dans le lumen, on
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Figure 1

Couches qui surmontent les cellules malpighiennes chez Gleditschia
triacanthos (gr. 750 fois). (Voir n° 1 de la planche.)

trouve des restes granuleux bruns du cytoplasme. Ces restes sont tres
souvent accumules ä la base, vers le milieu du lumen et dans les canaux
au-dessous de la ligne refringente. Celle-ci est epaisse de 4,8 p environ.
Elle traverse la cellule au trois-quart de sa hauteur. Au-dessus de la
ligne il est difficile de distinguer le lumen, qui ne contient presque pas
de restes cytoplasmiques, et la membrane est fortement striee ä cet
endroit. Les extremites superieures des cellules malpighiennes se ter-
minent en calotte et forment une ligne faiblement refringente.

La zone au-dessus des cellules malpighiennes (24,4 p d'epaisseur) ne
se laisse pas observer aisement sur des coupes de 4 pe. Les sections de
10 p, (voir figure 1) demontrent clairement que, contrairement ä ce qu'a
ete soutenu jusqu'ä present, cette zone est constituee de differentes
couches cellulaires. La couche inferieure est formee par des cellules un
peu plus larges, mais plus courtes (18,1 X 9,5 p) que les cellules mal-
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Legende de la planche IV

N° 1 Section du tegument de la graine chez Gleditschia triacanthos (gr. 250 fois)

_ > cellules exterieures (voir fig. 1)

C—E cellules malpighiennes
D ligne refringente (linea lucida)
F cellules en sablier
G cellules aplaties

N° 2 Cellules malpighiennes macerees (gr. 250 fois)
N 3 Section du tegument de la graine chez Hedysarum coronarium (gr. 600 fois)
N° 4 Tegument de Gleditschia traite avec de l'HsSOi conc;

cellules malpighiennes et couches superieures (gr. 270 fois)
-> ces points blancs representent la ligne refringente

N° 5 Structure de la membrane des cellules malpighiennes chez Gleditschia
(microscope electronique, gr. 25 000 fois)
a au-dessous de la ligne refringente
b ä l'endroit de Ia ligne

N° 6 Replique de surface de la graine de Gleditschia. Superieurement, surface
intacte; inferieurement, section oblique (gr. 80 fois)

N 7 Coupe par usure du tegument de Gleditschia. Determination de l'epaisseur
de la zone impermeable (microscope polarisant, gr. 100 fois)

N° 8 Coupe par usure du tegument de Gleditschia. Determination du com¬
mencement de la zone impermeable (microscope polarisant, gr. 250 fois)

(Microphotographies L. Cavazza)
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pighiennes. Elles ont un grand lumen et une membrane pourvue de

bandes longitudinales, qui deviennent plus epaisses vers la partie
superieure. L'extremite des cellules est epaisse et forme une ligne assez

refringente (voir n° 1 de la planche). Ces cellules ressemblent morpho-
logiquement aux courtes cellules malpighiennes d'autres graines.

On rencontre ensuite une ou deux autres couches constituees par des

cellules aplaties et larges (6,3 X 13,0 fi), ä parois minces. Ces couches

sont tres fragiles et s'alterent facilement pendant la preparation des

coupes.
Dans une section transversale des cellules malpighiennes, le lumen

est tres petit (figure 2) et de forme souvent irreguliere et comprimee.
Au-dessus de la ligne refringente il est un peu plus large. Quelquefois
on peut deceler deux ou trois canaux dans la mgme cellule. L'observation

de nombreux canaux dans les sections longitudinales semble tres
souvent due ä l'effet optique des bandes d'epaississement.

On a observe que les cellules malpighiennes deviennent plus courtes

Figure 2

Section transversale des cellules
malpighiennes chez Gleditschia

(gr. 430 fois)

jusqu'aux deux pöles (region hilaire et cöte oppose), oü la ligne refringente

n'est souvent plus visible.
Les cellules malpighiennes macerees montrent encore clairement la

ligne refringente (n° 2 de la planche). La membrane est toujours un peu
gonflee ä ce niveau. Au-dessous de ce gonflement, on observe un faible
etranglement.

Chez Hedysarum coronarium (n° 3 de la planche), les cellules
malpighiennes sont courtes (longueur 28,3 pi, largeur 10,3 pt). A. Ia partie
superieure, leur lumen est restreint par des bandes d'epaississement; vers
le haut, il est souvent rempli des restes du cytoplasme. L'extremite
superieure des cellules est traversee par la ligne refringente (epaisse de

1,6 pt). Au-dessus de la couche malpighienne se trouve une couche homogene

et mince (0,5 pi). A la region hilaire, les cellules malpighiennes sont
surmontees par une couche de cellules de m§me grandeur, qui leur
ressemblent morphologiquement, bien qu'elles n'aient pas de ligne refringente

(figure 3). Le reste du tegument presente les caracteres normaux.
Aucune difference n'est visible entre les graines dures et celles qui sont
permeables.
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2. Examen microchimique
Nous allons indiquer brievement les couches ayant des caracteres

differents par des lettres, selon les indications de la planche (n° 1). Avec
le chlorure de zinc iode (reaction de la cellulose), les couches C et E se
colorent nettement en bleu violet, tandis que la ligne refringente reste
tres pale, et les autres couches n'ont pas de couleur. Apres un jour, les
couches F et G se colorent et, apres quelques semaines, la ligne refringente

D acquiert une coloration plus intense que le reste de la cellule
malpighienne. Les couches A et B restent incolores. Avec l'acide sulfurique

et l'iode on obtient une belle coloration bleue en C, F et G, et bleu

I

k
w

-•: y?' "-*
rg§Üj

Figure 3
Coupe par usure chez Hedysarum coronarium. Region hilaire et

couches impermeables au bleu de methylene (gr. 340 fois)

grisätre en E. La ligne D et les couches A et B se comportent comme
precedemment.

Avec le rouge de ruthenium (reaction de la pectine), on obtient une
couleur rouge vif en C, F et G. Les autres regions restent incolores, sauf
des traces le long de la lamelle moyenne des cellules malpighiennes.
Avec la phloroglucine, le sulfate d'anüine et le permanganate de potassium

(reaction de la lignine), on n'a aucune coloration. La fuchsine
toutefois colore tres faiblement B, F et G; ce qui peut indiquer la
presence de lignine et non pas de pectine, puisque C ne presente pas de
couleur. Les reactions de la callose (benzoazurine et bleu d'anüine) sont
negatives ainsi que celles de la cutine et de la suberine (Sudan III, rouge
d'ecarlat, violet de gentiane, potasse caustique). On obtient les mömes
resultats sur des coupes au microtome ä main, qui n'ont pas ete incluses
dans du savon.
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Apres traitement des sections avec l'acide sulfurique concentre (n° 4

de la planche), les couches A2, B, C et E se dissolvent rapidement. Les
couches F et G resistent plus longtemps. A la place de la ligne refringente,

on voit bientöt apparaitre une serie de points refringents, qui
forment les extremites des bandes montant de la base de la cellule. La
surface superieure des cellules malpighiennes et la couche la plus externe
de la graine (A±) resistent le plus longtemps.

Chez Hedysarum coronarium, tous les tissus contiennent de la
cellulose, sauf la couche mince externe. La lignine peut 6tre decelee uniquement

dans la region des vaisseaux. La pectine est presente dans tout le

tegument; eile est abondante dans la couche malpighienne. La surface
de la graine est couverte d'une couche de cutine ä peine visible.

3. Examen des proprietes optiques

a) Fluorescence

Au microscope en lumiere ultraviolette, on observe dans les couches
F et G une fluorescence bleu ciel, particulierement forte vers le bord des
cellules. En E, on a une fluorescence plus faible, renforcee le long des
contours des cellules. En C, nous avons une fluorescence analogue ä
celle observee en E, mais moins forte. La couche B dans des coupes de
4 /a est vide dans la partie inferieure et les extremites en calotte des
cellules malpighiennes sont plus contrastees; la couche B devient gra-
duellement fluorescente vers le haut et se confond avec la couche A2.
La couche Aj se distingue par une plus forte fluorescence. Dans les

coupes de 10 pi, la couche B parait traversee verticalement par une
serie de bandes serrees et sombres, tandis que toute la couche A est
fortement fluorescente.

Chez Hedysarum, tout le tegument est fluorescent, surtout dans la
couche basale. Les bandes d'epaississement des cellules malpighiennes
tranchent sur le reste de la membrane.

La seule fluorescence revelee est la fluorescence bleu ciel, qui,
d'apres la bibliographie, parait due ä la presence de lignine ou de suberine.

b) Comportement ä la lumiere polarisee
Chez Gleditschia, le tegument sec (coupes par usure) presente dans

la couche B, et ä un degre moindre en A, une birefringence positive par
rapport ä la surface de la graine (axe ny parallele ä la surface). Les
cellules malpighiennes ont une birefringence opposee (axe ny parallele ä
l'axe de la cellule). Elles sont en extinction en position axiale, et leur
structure est donc une structure de fibre. Dans les couches F et G, la
birefringence est du meme signe que celles des cellules malpighiennes.
On n'observe pas de changements en chauffant les preparations.
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Dans les coupes au microtome (graines gonflees), les couches A et
B sont optiquement isotropes.

Le dichroi'sme, apres traitement avec le chlorure de zinc iode, est
normal dans la couche E; il est tres faible en C et surtout en F et G.
On ne peut pas observer la couleur de la lignine par ce moyen.

La Variation de la difference de phase, produite par la birefringence
dans la couche des cellules malpighiennes et dans la couche B de la
graine de Gleditschia, a ete mesuree ä l'aide d'un compensateur de
Senarmont. Elle est representee dans le diagramme de la figure 4.
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Figure 4
Variation de la difference de
phase dans les cellules

malpighiennes et les couches qui
les surmontent (gr. 350 fois).

L'ordonnee indique l'angle de
rotation de l'analyseur du

compensateur de Senarmont en
degrös

Chez Hedysarum, la couche basale et les cellules malpighiennes se

comportent comme chez Gleditschia. La couche mince externe est
isotrope apres gonflement. Le dichroi'sme est normal dans toute la couche
malpighienne.

c) Index de refraction

L'examen des coupes ä sec presente certaines difficultes. Pour cela
nous avons determine les index de refraction sur des cellules
malpighiennes macerees de Gleditschia. L'index selon le grand axe est de

ny 1,573 et selon le petit axe de na 1,529. La ligne claire presente
les memes valeurs que le reste de la membrane.
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4. Examen au microscope electronique
Au microscope electronique (methode des repliques et examen de

cellules macerees), on peut observer la structure de la membrane des
cellules malpighiennes. Celles-ci sont exterieurement parcourues par des
reliefs longitudinaux. La cellulose presente des fibrilles disposees paral-
lelement ä l'axe de la cellule. Le gonflement au niveau de la ligne refringente

rend difficile l'ombrage de cette zone; neanmoins, la planche
(n° 5 a et 5 b) montre clairement que la structure de la cellulose est ici
beaucoup plus compacte que dans le reste de la membrane, malgre le
fort gonflement.

5. Determination de la couche impermeable
Des graines de Gleditschia furent laissees pendant une semaine dans

une Solution ä 0,5 % de bleu de methylene ou dans une Solution düuee
de rouge de ruthenium. Apres avoir fait secher ces graines ä l'air, des

coupes par usure furent pratiquees. Le n° 8 de la planche montre que
les colorants n'entrent que dans la couche A; la couche B est dejä
impermeable.

Pour determiner l'epaisseur de la zone impermeable, nous avons
meule un cöte des graines pendant une seconde environ. Apres les avoir
laissees pendant une semaine dans l'eau, nous avons trouve plusieurs
graines dures. Le n° 7 de la planche montre une section ä la meule d'une
de ces graines au niveau de la surface precedemment usee. Bien que les
cellules malpighiennes aient ete sectionnees jusqu'au-dessous de la ligne
claire, on peut observer que le tegument est reste impermeable. Dans des

coupes de graines gonflees, la couche des cellules malpighiennes se pre-
sentait toujours completement usee.

Voulant ensuite observer l'importance des nombreuses fentes visibles
ä l'oeü nu, ä la surface de la graine, nous avons execute une replique de
surface d'une graine meulee sur une de ses faces. La partie superieure
du n° 6 de la planche montre le reseau des fentes ä la surface intacte.
Dans la partie inferieure, on voit la penetration des fentes dans le
tegument. Malgre ce fait, le tegument est impermeable.

Nous avons ensuite execute des coupes par usure sur des graines
dures de Hedysarum, prealablement laissees dans une Solution de bleu
de methylene. On a pu observer que l'eau ne rentre que dans la couche
mince externe; dans quelques graines dures d'un autre echantillon, cette
couche n'absorbe pas d'eau. Les cellules malpighiennes et celles qui les
surmontent ä la region hilaire sont impermeables (figure 3).

Discussion et conclusion

Chez Gleditschia triacanthos, la membrane des cellules malpighiennes
est constituee par une charpente cellulosique. D'apres l'examen au micros-
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cope polarisant et electronique, il resulte que cette cellulose est cons-
tituee par des fibrilles paralleles ä Faxe de la cellule. Au-dessus de la
ligne refringente, la membrane contient de la pectine. Une substance
incrustante, qui se distingue par sa fluorescence, est presente dans

presque tout le tegument. On ne peut cependant pas deceler avec certitude

de lignine, de cutine, de suberine et de callose par les reactions
microchimiques.

La ligne refringente est entierement constituee de cellulose. A ce

niveau, cette substance presente une structure plus compacte, ainsi que
le demontrent les differences de vitesse et d'intensite de reaction aux
colorants, le gonflement apres maceration et l'observation au microscope
electronique. La luminosite de la ligne refringente est due ä l'absence
d'espaces submicroscopiques de la cellulose. La difference de phase en
lumiere polarisee est moindre de part et d'autre de cette ligne, et les
cellules macerees sont etranglees au-dessous d'elle. Dans le n° 4 de la
planche, cet endroit correspond ä la jonetion des points de la ligne refringente

avec les bandes qui s'etendent vers le bas.
Les cellules malpighiennes sont surmontees de deux ou trois couches

cellulaires. La cellulose n'a pas pu etre mise en evidence dans ces
cellules. Leur comportement aux colorants rappelle la couche mucillagineuse
decrite par Mattirolo et Buscaglioni; les resultats de l'examen
en lumiere polarisee (signe de la birefringence et isotropie apres le
gonflement) correspondent ä ceux que Fauconneta obtenus dans les
cellules ä mucilage du lin. II ne s'agirait pas de cutine, parce que celle-ci
a une birefringence opposee. L'impermeabilite des cellules malpighiennes
et de la premiere couche qui les surmonte semble due ä des causes simi-
laires. La meme substance fluorescente des cellules malpighiennes est
presente dans toutes les couches.

La graine n'a pas de cuticule. La zone impermeable commence par
la couche surmontant les cellules malpighiennes; eile s'etend dans ces
cellules au-dessous de la ligne refringente, probablement dans toute leur
longueur. II est ä noter que les cellules des deux couches cellulaires
impermeables se ressemblent morphologiquement.

La ligne refringente perd toute importance ä l'egard de l'impermeabilite.

La pectine et la substance fluorescente, que nous avons pu mettre en
evidence, se trouvent soit dans la couche basale hydrophile, soit dans les
cellules malpighiennes impermeables.

Les theories fondees sur l'existence d'une couche de substance
hydrophobe (cutine, suberine) semblent donc erronees. La cause de
l'impermeabüite ne semble pouvoir dependre que de l'etat des substances
normalement presentes dans le tegument.

Chez Hedysarum coronarium, la couche malpighienne n'est gene-
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ralement pas recouverte d'autres cellules. Cependant eile est surmontee
ä la region hilaire d'une couche de cellules impermeables, qui lui
ressemblent morphologiquement, mais qui ne presentent pas de ligne refringente.

La pectine se trouve dans tout le tegument, sauf dans la couche
mince externe qui le recouvre. Cette derniere, dont on ne peut pas
determiner la composition chimique, est la seule zone permeable, bien
qu'elle soit recouverte de cutine. Les autres caracteres du tegument
sont analogues ä ceux de Gleditschia.

II ne semblerait pas vraisemblable d'admettre que la cellulose
puisse jouer un röle dans l'impermeabilite, puisqu'eüe a une structure
fibrülaire. Cependant la ligne refringente de Gleditschia ne revele pas
d'autres substances; il faudrait admettre que son impermeabüite soit
due ä sa compacite.

Le röle de la pectine semble inexistant, car chez Gleditschia eile
se rencontre seulement dans une zone partielle de la region impermeable.

La substance fluorescente, par sa distribution etendue, pourrait
etre en relation avec l'impermeabüite. Sa nature chimique n'a pas pu
etre elucidee. On pourrait supposer, d'apres les reactions micro-
chimiques, qu'il s'agisse de traces de lignine plutot que de suberine.

La lignine, selon quelques auteurs, peut avoir des compositions
differentes. C e r u t i a demontre que cette substance extraite de
differentes sources a une hygroscopicite differente (vitesse et quantite finale
de l'absorption), ce qui pourrait expliquer son röle dans le tegument
des graines dures.

Pour terminer, nous voudrions remercier bien vivement M. le
professeur A. Frey-Wyssling, directeur de l'Institut de physiologie
vegetale de l'Ecole polytechnique federale de Zürich, qui a bien voulu
nous accueiüir dans son laboratoire et gräce ä qui ce travail a ete rendu
possible.
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