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Sur les modifications
de Pultrastructure des cellules tapétales du genre Daphne
au cours du développement des grains de pollen

Par Claude Garagaty-Feissly
Institut de botanique, Faculté des sciences d’Orsay

Manuscrit regu le 10 septembre 1968

La coloration jaune vif des grains de pollen mars est due a la présence de goutte-
lettes lipidiques riches en caroténe collées a I'exine. Ce travail a pour but de rechercher
I’origine de ces pigments chez plusieurs espéces du genre Daphne (Thyméléacées).

Historique

La famille des Thyméléacées a été I'objet de nombreux travaux, mais ceux-ci ne portent pas tous
sur l’assise tapétale des microspores. Cette assise a été étudiée par de nombreux auteurs dans
d’autres familles.

En 1923, A. Luxembourg décrit ’évolution de I’assise nourriciére des Coniféres. En 1925,
Krjatchenko-Douze semble voir les cellules du tapis jouer un rdle dans la formation des orne-
mentations de la membrane des grains de pollen. Mascré, en 1928, décrit plusieurs périplasmo-
diums et constate une dégénérescence mucilagineuse de la membrane des cellules du tapis chez les
Commelinacées.

Ubisch, en 1927, décrit des ornementations de la membrane des cellules tapétales comparables
A celles des grains de pollen, et y voit un indice de communauté d’origine. Thomas, en 1931,
remarque existence de caroténe dans le tapis et le passage dans le grain de pollen. En 1932, M Py
étudie I’assise nourriciere des microspores et les microspores chez une vingtaine de plantes vascu-
laires: elle confirme la vieille classification de Goebel en tapis plasmodiaux et sécréteurs, ceux-ci
étant le type le plus fréquent chez les Phanérogames.

En 1938, A. Fuchs étudie 'embryologie des Thyméléacées, principalement chez Daphne laureola,
et décrit la différenciation de I’assise tapétale. Zhukovski et Medvedev en 1949 décrivent la
migration des grains de caroténe de 'assise tapétale vers les grains de pollen. Tous ces travaux ont
été 1'objet d’observations au microscope photonique.

Matériel

L’évolution cellulaire qui accompagne la croissance des anthéres et aboutit a la formation de
caroténe a été étudiée chez Daphne laureola (Jardin de I'Institut de botanique de la Faculté des
sciences d’Orsay), ainsi que chez Daphne alpina, arbuscula, cneorum (Jardin alpin du Muséum) et
chez Daphne cneorum, giraldii, altaica et glandulosa (Jardin botanique de I’Université de Neuchatel).

Pour Daphne laureola, nous avons prélevé des boutons floraux chaque mois, de septembre a
février. Pour les autres espéces, il a été possible de trouver en avril et en mai sur un méme pied tous
les stades de I’évolution.

~ Quelle que soit 'espéce étudiée, nous avons observé des phénoménes biologiques comparables;
seule la date de floraison et la taille des boutons floraux varient. =
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Observations sur matériel vivant

Les Daphnés présentant une méiose précoce (Fuchs, 1938; Blaise, 1959), toute
I’évolution des cellules tapétales qui élaborent le caroténe se déroule dans des anthéres
postmeéiotiques contenant soit de jeunes microspores aprés la séparation des tétrades,
soit aux derniers stades, de jeunes grains de pollen.

Des observations microscopiques effectuées en avril sur des anthéres de Daphne
cneorum, disséquées et légérement écrasées, nous ont permis de choisir quatre stades
de repére qui nous ont paru intéressants pour 1’étude cytologique projetée.

Au stade 1, dans un jeune bouton de 2 mm, les anthéres vertes contiennent encore
quelques tétrades dans les loges les plus petites de I’anthére, et surtout de jeunes
microspores, de 6-7 u de diamétre, entourées d’un tapis chlorophyllien.

Au stade 2, dans un bouton de 2,5 mm environ, les tétrades sont toutes dissociées,
les microspores sont identiques a celles du stade 1, le tapis parait légérement coloré en
jaune.

Au stade 3, dans un bouton de 3 mm, des gouttelettes jaunes individualisées sont
nettement visibles: les unes petites, de 0,9 » de diamétre environ, sont dispersées dans
la masse du tapis, maintenant fortement coloré, et les autres beaucoup plus grosses,
1,5 u de diamétre environ, sont accolées a la membrane des grains de pollen sur laquelle
elles forment des boursouflures. La plupart des microspores ont subi la premiére
mitose haploide et sont devenues des grains de pollen.

Au stade 4, il n’y a plus que des grains de pollen fortement colorés en jaune. Les

gouttelettes lipidiques collées 4 leur surface paraissent avoir pénétré a intérieur de
I’exine.

Figure 1

Coupe longitudinale d’une anthére de Daphne cneorum. On observe ’assise tapétale unique, avec
Ses noyaux geants, qui tapisse la cavité pollinique et entoure les microspores (fix. Nawaschin)
(G. 640)
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Observations sur matériel fixé réalisées a 1’aide des microscopes photonique et
électronique

Les examens en microscopie photonique sur matériel fixé au Nawaschin et colore
au Feulgen ont permis I’observation cytologique du tapis, constitué¢ par une seule
assise de cellules qui tapisse la cavité pollinique (fig. 1). Cette assise se distingue trés
tot des autres couches cellulaires par la grosseur de ses cellules et sa pauvreté en
vacuoles (Fuchs, 1938).

Les examens en microscopie électronique sur matériel fixé au KMnO, 2% et
tétroxyde d’Osmium 2%, et inclus dans I’araldite et dans ’Epon, ont permis I’étude
de I’évolution cellulaire des cellules tapétales en observant les divers organites et plus
particuliérement les plastes.

Au stade 1, les cellules tapétales sont de grande taille, 13 » de diamétre environ, et
uninucléées ou plurinucléées. Les noyaux sont situés au centre de la cellule; ils sont
parfois séparés et isolés, mais restent le plus souvent accolés. Une nouvelle division
a lissue de laquelle les noyaux ne se séparent pas conduit & des noyaux géants, tres
lobés, avec de nombreux nucléoles, mesurant 6 ¢ de diamétre environ. La chromatine,
abondante, y est groupée en petites masses a la périphérie du nucléoplasme (fig. 2). La
membrane nucléaire est double et percée de nombreux pores.

Figure 2

Détail d’une cellule tapétale de Daphne cneorum. On observe les cellules tapétales grandes, avec leurs
noyaux accolés formant des noyaux multilobés, et des inclusions lipidiques dans le cytoplasme
(fleche). On observe entre deux cellules un grain de pollen (fix. Nawaschin) (G. 1000)

Le cytoplasme présente tous les signes d’une intense activité (fig. 3): Les mitochon-
dries, abondantes, et de section arrondie ou ovale, présentent peu de crétes. Le réti-
culum endoplasmique est abondant, constitué de travées simples et anastomosées, plus
nombreuses autour des plastes. Les dictyosomes, nombreux, bourgeonnent des
vésicules a I’extrémité de leurs saccules. Ils se trouvent surtout au voisinage des plastes
et du noyau. Les chloroplastes, nombreux, de 1 x de diamétre environ, sont arrondis
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et limités par une double membrane. Ils contiennent des grana en nombre variable,
des lamelles doubles intergranaires, et aussi quelques inclusions lipidiques (fig. 4).

Au stade 2, la taille des cellules tapétales et des microspores a augmenté: les cellules
tapétales mesurent entre 16 et 18 x de diamétre, leur noyau 9,5 u et les microspores 7 u
de diametre environ. L’ultrastructure est identique; on peut toutefois noter la présence
d’un plus grand nombre d’inclusions lipidiques au sein des plastes.

Au stade 3, les jeunes grains de pollen mesurent 8 x de diamétre environ. Les cellules
tapétales ne mesurent plus que 8 u de diamétre environ et leur noyau 5,2 u. Elles
manifestent une activité plus faible. Le noyau et les mitochondries ne sont pas modi-
fiés, mais le réticulum endoplasmique est beaucoup moins développé et ne subsiste
qu’au voisinage des plastes. On n’observe plus de dictyosomes. Les chloroplastes
mesurent alors 1,2 x4 de diametre environ. Les grana se désorganisent, les lamelles
dégénérent et disparaissent au fur et & mesure que les inclusions lipidiques augmen-
tent (fig. 5 et 6). Certains n’ont plus de lamelles et sont devenus des chromoplastes.
On observe dans une méme cellule tous les intermédiaires entre chloroplastes et
chromoplastes. Dans le cytoplasme apparaissent des vacuoles.

Au stade 4, les cellules tapétales dégénérent. Leur noyau subsiste mais est repoussé
a la périphérie de la cellule du cdté opposé a la cavité pollinique; il ne mesure plus que
3 p de diamétre environ. Le réticulum endoplasmique a disparu. Les plastes sont main-
tenant totalement dépouvus de lamelles et contiennent de nombreux globules pigmen-
taires (fig. 7). Ce sont des chromoplastes. Le cytoplasme est fortement vacuolisé.

A un stade encore plus avancé, les membranes cellulaires des cellules tapétales se
lysent. Le cytoplasme est libéré dans la cavité pollinique; il est entiérement vacuolisé
et ne contient plus que des amas de chromoplastes et de rares mitochondries (fig. 9).
La double membrane des plastes se rompt en plusieurs points (fig. 8), et les globules
de lipocaroténoides libérés s’agglomérent en amas denses qui s’infiltrent entre les
piliers de I’exine (fig. 10). Ces lipocaroténoides ne pénétrent jamais jusqu’a l'intérieur
du grain de pollen. | ,

Au dernier stade envisagé, au moment de la formation de I’assise mécanique de
P'anthére, les cellules tapétales ont complétement disparu, et les plastes sont entiére-
ment désorganisés. Seuls subsistent des amas de substances sans structure précise dans
la cavité pollinique. Les grains de pollen miirs mesurent alors 10 x de diamétre environ.

Ces gouttelettes lipidiques riches en caroténe persistent sur le grain de pollen
jusqu’au moment de la déhiscence des anthéres.

Discussion

Ces observations nous ont permis de comprendre I’évolution de I’assise tapétale et
d’eclaircir I’origine des lipocaroténoides et leur passage jusqu’a la microspore.

Ces phénoménes avaient déja été observés depuis longtemps, mais I’étude au micro-
scope €lectronique a permis de préciser le probléme du passage, du lieu d’origine des
pigments, et de la pénétration ou non dans le grain de pollen. En effet, Thomas pen-
sait que le passage n’était pas naturel mais qu’il y avait 1ésion. Zhukovski et Med-
vedev, et Schoch-Bodmer, eux, pensaient que les pigments caroténoides venaient
du tapis et qu’ils pénétraient dans 1’enveloppe de la microspore, mais ils n’excluaient
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pas la possibilit¢é d’une formation «in situ» du caroténe dans le grain de pollen.
L’observation au microscope électronique permet de dire qu’il n’y a pas pénétration
du caroténe dans le grain de pollen, ni formation «in situ» de caroténe.

Dans les jeunes stades, les cellules tapétales présentent les signes d’une intense
activité cytoplasmique; leur cytoplasme est comparable a celui de la jeune microspore.
Puis elles amorcent un processus d’involution irréversible, le terme final étant marqué
par la lyse des membranes cellulaires. Les chloroplastes, par disparition des grana et
lamelles, et élaboration de lipocaroténoides dans leur stroma, se transforment en
chromoplastes comme terme ultime d’évolution. La rupture de leur membrane et la
libération des lipocaroténoides démontre I’irréversibilité du phénoméne (Frey-Wiss-
ling, 1961). Les transformations plastidiales nous paraissent étre 1’élément le plus
important de cette étude, et le plus frappant a I’intérieur des cellules tapétales.

Ainsi, d’aprés les phénoménes décrits ci-dessus, il nous semble que I’on peut classer
I’assise tapétale de Daphne parmi les tapis sécréteurs. Cette conclusion est conforme
a I'opinion de Mm™¢ Py qui a étudié I’assise nourriciére des microspores chez une
vingtaine de plantes vasculaires d’appartenance systématique diverse, et selon laquelle
la plupart des Phanérogames possédent des tapis sécréteurs. M™¢ Py a observé des
ornementations de la membrane des cellules tapétales comparables a celles qui ornent
les grains de pollen, mais nous n’en avons pas trouvé dans les espéces de Daphne
étudiées.

Contrairement & Krjatchenko-Douze, nous ne pensons pas que les cellules
tapétales jouent un réle dans la formation des ornementations de la membrane des
grains de pollen.

Des modifications identiques de chloroplastes qui évoluent en chromoplastes par
¢laboration de globules de caroténe sont connues, en particulier pendant la matu-
ration de larille de I'If (Taxus baccata) (Camefort, 1964), dans les pétales de
Ranunculus repens (Frey-Wyssling et Kreutzer, 1958), et dans certaines cellules
des fleurs ligulées de Chrysanthemum segetum (Lance-Nougaréde, 1960).

En conclusion, nous avons précisé la genése des lipocaroténoides accolés aux grains
de pollen, mais nos observations ne nous ont pas permis d’établir des hypothéses
quant au rdle éventuel de cette grande accumulation de caroténe. L’hypothése la plus
intéressante est celle de Cappeletti, qui pense que les lipocaroténoides insérés dans
I’exine joueraient un rdle hormonal, et faciliteraient la pénétration du grain de pollen
dans le stigmate, en agissant sur la turgescence des papilles stigmatiques.
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Résumé

L’¢tude de I’évolution de ’assise tapétale dans le genre Daphne en microscopie
électronique a permis de montrer la formation dans cette assise de pigments lipo-
caroténoides a I’intérieur des chloroplastes qui deviennent chromoplastes. On observe
ensuite la lyse des membranes cellulaires et la libération dans la cavité pollinique des
pigments caroténoides. Ceux-ci vont s’insérer entre les loges de I’exine sans toutefois
pénétrer a 'intérieur du grain de pollen.

Zusammenfassung

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigten, dass in der Gattung Daphne
in den Chloroplasten des Tapetums der Antheren Carotinoide gebildet werden. Die
Chloroplasten entwickeln sich zu Chromoplasten. Nach Auflésung der Zellwinde
treten die Carotinoide in die H6hlung aus und lagern sich zwischen den Skulpturen
der Exine ein, ohne ins Innere der Pollenkorner einzudringen.

Summary

Study of the evolution of tapetum in Daphne by electronic microscope allowed to
show formation in this tapetum of lipocarotenoid pigments inside the chloroplasts
which become chromoplasts. The lysis of the cell membrane and the liberation inside
the pollen cavity of the carotenoids can be observed. These last will migrate on the
exine of the pollen grain without nevertheless entering inside the grain.
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Explication des planches

Abréviations:

chm, chromoplaste; ct, cellule tapétale; D, dictyosome: e, exine;' gl, globule lipidique; gr, granum;
1, lamelle; M, mitochondrie; mp, microspore: pl, plaste; RE, réticulum endoplasmique.

Figure 3

Vue d’ensemble du cytoplasme d’une jeune cellule tapétale de Daphne alpina.
Le réticulum endoplasmique est bien organisé; les dictyosomes sécrétent de nombreuses vésicules ;
les plastes présentent déja un début de formation de lipides (fix. KMnO, 2% a temp. ordinaire)
(G. 56000)

Figure 4

Chloroplaste de Daphne cneorum 4 un stade jeune. Les grana sont encore présents a c6té de quelques
globules lipidiques (fix. KMnO, 2% a 20 °C) (G. 35000)

Figure 5

Chloroplaste de Daphne cneorum 3 un stade plus 4gé. Les grana ont disparu, il ne persiste plus que
des lamelles doubles. (fix. KMnO, 2% a 20 °C) (G. 35000)

Figure 6

Chloroplaste de Daphne laureola au stade subfinal. Les lamelles ont presque totalement disparu.
On n’observe plus dans le stroma du chloroplaste que quelques vésicules et des globules lipidiques
(fix. 0sO, 2% a 0 °C) (G. 52000)

Figure 7

Stade final de I’évolution du tapis chez Daphne arbuscula. Les plastes libérés dans la cavité pollinique
ne contiennent plus que des globules lipidiques trés abondants. On observe dans I’hyaloplasme des
gouttelettes lipidiques (fix. KMnO, 2% a 20 °C) (G. 24000)

Figure 8

Stade final de I’évolution du plaste de Daphne altaica. Aprés la libération dans la cavité pollinique,
la membrane des plastes se rompt (fléche), et les plastes sont vidés de leur contenu (fix. KMnO,
2% a 20 °C) (G. 37000)

Figure 9

Vue d’ensemble de la cavité pollinique de Daphne alpina au stade final. Le cytoplasme des cellules
tapétales, répandu entre les grains de pollen, ne montre plus que des vacuoles, des mitochondries,
et des chromoplastes bourrés de lipides. (fix. KMnO, 2% & 20 °C) (G. 18000)

Figure 10

Fragment de grain de pollen de Daphne laureola. Les lipocaroténoides sont entre les piliers de
I’exine (fix. 0sO4 2% a 0 °C) (G. 18000)
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