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INSTITUT DE BOTANIQUE, UNIVERSITÉ DE NEUCHÂTEL
LABORATOIRE DE PHANÉROGAMIE

APOSPORIE CHEZ LE
RANUNCULUS PARNASSIFOLIUS L.
I. ÉTUDE CYTOEMBRYOLOGIQUE

par

CHRISTINE VUILLE et PHILIPPE KUPFER

AVEC 12 FIGURES ET 1 TABLEAU

INTRODUCTION

La section Ranuncella (Spach) Freyn du genre Ranunculus compte
deux espèces collectives, les R. parnassifolius L. et R. plantagineus AIL, au
sein desquelles l'un de nous (Ph. KUPFER 1974) a souligné l'existence
probable d'une reproduction partiellement apomictique. Les signes révélateurs

de l'apomixie sont:
— la différenciation de deux séries euploïdes 2x, 3x, Ax et 5x chez le

R. plantagineus (Vuille, non publié) et 2x, Ax, 5x chez le R. parnassifolius

(KUPFER 1974).

— la stérilité très accusée du pollen chez tous les polyploïdes, quelle que
soit leur valence chromosomique, paire ou impaire.

— les troubles méiotiques sévères perturbant les gamétogenèses mâle et
femelle, liés sans doute aux affinités très grandes de tout ou partie des
génomes en présence chez les polyploïdes (autopolyploïdie probable).
Le maintien strict des valences euploïdes impaires, 3x et 5x, ne peut

être en effet compris que par une reproduction apomictique ; la reproduction
sexuée aurait inévitablement pour corollaire l'aneuploïdie. Or, malgré

un échantillonnage important (plusieurs centaines d'individus des deux
espèces ont été étudiés sous l'angle de la cytologie), un seul cas d'aneu-
ploïdie accidentelle a été décelé.

Au sein du genre Ranunculus, d'autres exemples de groupes apomicti-
ques ont été signalés (R. auricomus L., R. ficaria L.). Parmi les mieux
étudiés, citons le R. auricomus grâce notamment aux travaux de
Rutishauser (1954, 60, 61, 65, 67) et de Nogler (1971, 72, 73, 75,
78, 82).

Afin d'étudier le mode de reproduction et, le cas échéant, d'établir le
degré d'aposporie chez les deux complexes R. parnassifolius et R. plantagineus,

nous avons entrepris une étude expérimentale comprenant des
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observations cytoembryologiques, la reconstitution d'un complexe
polyploïde artificiel, des recherches écologiques, enzymologiques et chorologi-
ques. L'échantillonnage a été particulièrement serré dans les populations
hétérogènes, c'est-à-dire offrant plusieurs cytodèmes sympatriques. Nous
présentons ici les résultats de nos observations cytoembryologiques sur le
complexe du R. parnassifolius.

matériel et méthodes

Toutes les plantes étudiées proviennent de populations naturelles, pour la
plupart d'origine pyrénéenne, à l'exception des échantillons alpiens du Grand-
Chavalard.

R. parnassifolius subsp. parnassifolius,
France, Pyrénées-Orientales, Puigmal, versant N-W, 2500 m, 2« 16 (2x),
R. parnassifolius subsp. favargeri Kupfer,
Espagne, Huesca, Visaurin, versant S-W, 2200 m, 2« 16 (2.x),

R. parnassifolius subsp. heterocarpus Kupfer,
Espagne, Huesca, Puerto de Barrosa, crête E et S, 2450-2600 m, 2« 32, 40

(Ax, Sx),
Espagne, Huesca, N de Castanesa, versant S de la Sierra Negra, 2200 m,

2n 32, 40 (Ax, 5x),
Suisse, Valais, Grand-Chavalard, 2100 m, 2« 32 (Ax).
Les jeunes têtes carpellaires sont prélevées à différents stades de leur croissance

et leur degré de maturité est estimé par rapport au développement des étamines.
Ces dernières sont écrasées entre lame et lamelle dans du carmin acétique chauffé
pendant une à deux minutes. Les carpelles sont fixés au Navashine, puis, après
déshydratation, emparaffinés. Les coupes anatomiques de 12 à 15 ß d'épaisseur
sont ensuite déparaffinées et colorées au Feulgen (hydrolyse dans HCl IN à 60°C
pendant 12', traitement au réactif de Schiff pendant 4 à 5 heures). Une contre
coloration au vert lumière permet de mettre en évidence le cytoplasme. Après
déshydratation, les coupes sont montées au Permount.

RESULTATS

L'ovule du Ranunculus parnassifolius est hémianatrope et unitégu-
menté (Fahn 1974, Davis 1966).

A. Cytodème diploïde

A. 1. Mégasporogenèse
Dans le jeune ovule, l'archespore hypodermique se reconnaît à sa taille

plus importante que celle des cellules nucellaires voisines. Son noyau en
synisesis (fig. 1) est entouré d'une plage peu chromophile qui met en
évidence le contour nucléaire. La chromatine, en écheveau dense, laisse
apparaître un nucléole légèrement ovale et excentrique.

Au cours de la prophase I, le volume cellulaire s'accroît alors que les
chromosomes s'individualisent progressivement. Les stades méiotiques
ultérieurs ont rarement été observés, hormis les tétrades. La méiose
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femelle semble donc très rapide. De surcroît, elle est synchrone avec la
microsporogénèse. Les tétraspores femelles sont disposées en T (fuseaux
perpendiculaires) ou alignées.

Seule la spore chalaziale poursuit son évolution en mégaspore
fonctionnelle. Les trois cellules sœurs dégénèrent. La cellule mère
du sac embryonnaire se distingue alors aisément des cellules nucel-
laires. Sa chromatine est très diffuse, son nucléole, bien rond, n'est
pas entouré d'une auréole hyaline. Le tégument ovulaire compte
alors trois à quatre couches de cellules et cerne presque entièrement le
nucelle.

Dans les étamines les plus externes du bouton floral, les microspores
uninucléées se sont dégagées de la tétrade mais leur exine n'est pas encore
différenciée. Les cellules épidermiques du nucelle, situées au pôle micropylaire,

se divisent de façon périclinale et constituent une calotte qui coiffe
l'initiale du macrogamétophyte.

Chez tous les individus diploïdes étudiés, aucune cellule somatique ne
se vacuolise aux alentours de la tétrade en formation.

A. 2. Développement du macrogamétophyte
Avant de subir la première mitose, la mégaspore augmente considérablement

de volume, s'arrondit puis se vacuolise. Son noyau sphérique,
plus grand que celui des cellules nucellaires, se reconnaît aussi à son gros
nucléole (fig. 3).

Les trois mitoses permettant l'édification du sac embryonnaire à partir
de la mégaspore fonctionnelle conduisent à un gamétophyte 8-nucléé, du
type Polygonum. Toutes les étamines contiennent alors des grains de
pollen à deux ou trois noyaux, à paroi sporale différenciée, tricolpée.

A. 3. Gamétogenèse

L'oosphère augmente de volume alors que sa vacuole et son noyau
s'arrondissent. Dans le même temps, le noyau secondaire résultant de la
fusion des deux noyaux centraux glisse au centre du gamétophyte et les
synergides prennent leur aspect piriforme caractéristique.

B. Cytodèmes polyploïdes

B. 1. Mégasporogenèse

Les images d'archespores en synisesis sont essentiellement les mêmes
que chez le cytodème diploïde. Seul le caractère plus fortement chromatique

des noyaux quiescents traduit la valence polyploïde du matériel
(«g- 2).

Dans bien des cas, la méiose ne dépasse guère ce stade. La chromatine
persiste en petits amas denses; le nucléole excentrique reste arrondi
(fig. 9). Seule subsistera une archespore apparemment plasmolysée, au
noyau peu distinct, enserré dans un cytoplasme contracté, formant une
masse vineuse (au Feulgen), caractéristique d'un état de dégénérescence
(fig- 4).
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I ig. I. 1 axon 2v. archespore en synisesis (prophase I).
lig. 2. Taxon 4x, archespore en synisesis, nucléole rond.
Fig. 3. Taxon 2.x, sac embryonnaire à un noyau réduit.
Fig. 4. Taxon 4x, sac embryonnaire aposporique à un noyau non réduit, archespore dégéné-

rée (/).
Fig. 5. Taxon 4x, archespore au leptotène (prophase I).
Fig. 6. Taxon 4x, archespore en métaphase I (4 univalents).
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lig. 7. Taxon 4x, archespore dégénérant en anaphase I.

Fig. 8. Taxon 4x, tétraspores femelles alignées.
Fig. 9. Taxon 4x, archespore en prophase I troublée (f), initiale aposporique (f).
Fig. 10. Taxon 4x, archespore en métaphase I dégénérée (f), initiale aposporique vacuolisée.
Fig. 11. Taxon 4x, archespore en prophase I (f), initiale aposporique au-dessus d'elle (f).
Fig. 12. Taxon 4x, ovule dépourvu de macrogamétophyte.
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Pour un petit nombre de cellule mère, la méiose se poursuit au-delà de
ces premiers stades prophasiques. Dès la fin du synisesis, l'écheveau
chromatinien se résoud progressivement en un réseau plus lâche, alors que
le volume cellulaire augmente considérablement. Le réseau de chromatine,
plus irrégulier que chez le diploïde, manifeste souvent une tendance à la
coalescence (fig. 5).

En métaphase I, les figures ne permettent pas un dénombrement précis
des chromosomes. Les univalents se placent généralement de part et
d'autre du plan equatorial (montée précoce vers les pôles, fig. 6). La
présence assez constante de ponts anaphasiques trahit selon toute probabilité

des difficultés de séparation de multivalents mais reflète peut-être aussi
des phénomènes de translocations observés chez certains individus de
Barrosa (Kupfer 1974, Vuille non publié) (fig. 7).

Les tétrades, en T ou alignées, sont rarement régulières (fig. 8). Des
micronuclei de tailles différentes s'observent fréquemment et témoignent
ainsi du cours perturbé de la méiose et de la ségrégation inégale des
chromosomes. Après la division équationnelle, la paroi cellulaire ne se

forme pas toujours au niveau de la diade chalaziale, ce qui conduit à une
coenomégaspore à deux noyaux. La mégaspore fonctionnelle est essentiellement

la même que chez le diploïde. Elle se reconnaît à son noyau peu
chromophile (fig. 8). Ses trois cellules sœurs dégénèrent, mais souvent les

quatre spores disparaissent.

B. 2. Développement du macrogamétophyte
Comme indiqué ci-dessus, la mégaspore fonctionnelle poursuit

rarement son développement; une infime minorité d'ovules contenaient une
initiale du sac embryonnaire volumineuse et vacuolisée. Il est peu probable,

mais non exclu, qu'un gamétophyte réduit prenne naissance dans des
ovules du taxon polyploïde. Nous cherchons actuellement à le démontrer
par des expériences de croisements car nos observations cytoembryologi-
ques ne peuvent pas le confirmer.

B. 3. Développement de l'initiale aposporique et édification subséquente
du sac embryonnaire

L'archespore en synisesis est souvent flanquée d'une cellule nucellaire
qui se vacuolise intensément et rapidement. Son noyau entouré de
cytoplasme se place au centre de la lacune ainsi créée. Cette cellule végétative
qui supplante peu à peu les cellules produites par les mécanismes méiotiques

représente l'initiale aposporique. Son noyau s'arrondit et son volume
augmente. Son nucléole, bien rond lui aussi, est plus grand que les cellules
nucellaires normales (fig. 4, 10).

Trois divisions mitotiques conduisent ensuite à la formation d'un sac
embryonnaire en apparence identique à celui décrit chez le diploïde.
L'initiale aposporique ne peut pas être distinguée des autres cellules
nucellaires avant sa vacuolisation. La différenciation de l'initiale aposporique

peut être simultanée à la méiose. Les conséquences en sont les
suivantes. La cellule aposporique, par son développement rapide, tend à
écraser les cellules en méiose ainsi que les cellules nucellaires les plus
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proches. Si l'archespore se trouve bloquée en prophase I, il n'en subsiste
bientôt qu'une masse vineuse. Par la suite, les restes des cellules écrasées
et dégénérées qui entourent la grande lacune marquant l'emplacement de
l'initiale aposporique ne sont plus analysables. Seuls les stades les plus
jeunes peuvent être interprétés correctement. Les figures 4, 9 et 10 montrent

des images méiotiques interrompues et en voie de dégénérescence.
Notons cependant que la dégradation de l'archespore est quelquefois
indépendante de la différenciation de l'initiale aposporique (fig. 12).

Dans notre matériel, la position de l'initiale aposporique varie de cas
en cas. Ainsi l'induction de î'aposporie peut frapper soit l'une des cellules
qui flanquent l'archespore, soit la cellule située juste au-dessous de
l'archespore, du côté du pôle chalazial (fig. 11). Dans une tête carpellaire
(30 à 70 carpelles), les archéspores entrent en méiose de façon presque
synchrone, en obéissant à un gradient basifuge, des carpelles plus âgés qui
amorcent la spirale du gynécée aux terminaux un peu plus jeunes. Ainsi,
dans une même fleur, si les carpelles les plus avancés offrent des métaphases

I, les plus jeunes présentent déjà les premières images prophasiques.
L'induction de I'aposporie, quant à elle, n'est pas liée à l'âge des ovules,
puisque dans le même bouton certains ovules sont dépourvus d'initiales
aposporiques, alors que d'autres offrent des cellules nucellaires en début
de vacuolisation, voire même des sacs embryonnaires aposporiques à deux
noyaux.

DISCUSSION

L'ensemble de nos observations est résumé dans le tableau I. Dans ce
tableau à double entrée, chaque chiffre représente la fréquence (exprimée
en pour-cent du nombre total de carpelles étudiés pour la population et le
cytodème désignés en tête de colonne) des différentes images observées.
Ces images sont définies selon deux critères, à savoir l'absence ou la
présence d'initiale aposporique (entrée horizontale) et le degré de développement

de l'archespore ou du sac embryonnaire (entrée verticale). Ainsi,
par exemple, pour 567 carpelles analysés sur des individus tétraploïdes
(Ax) de Barrosa, seuls 9,7% offraient une archespore en prophase I et pas
d'initiale aposporique. Quelques remarques peuvent être dégagées.

— Le développement des initiales aposporiques intervient assez tôt,
dans une large majorité des ovules au cours de la prophase I de l'archespore.

— Une certaine compétition paraît se manifester entre les voies sexuée
et aposporique. Le plus souvent, l'individualisation de l'initiale aposporique

inhibe à plus ou moins court terme l'évolution de la cellule archéspo-
riale ou de ses dérivés. Dans les rares cas où nous avons observé un sac
embryonnaire issu d'une mégaspore « réduite », il n'était jamais accompagné

d'initiale aposporique. Le développement de la mégaspore en sac
embryonnaire interfère apparemment sur la différenciation des initiales
aposporiques.
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Tableau I. Fréquences (exprimées en pour-cent du nombre total de carpelles étudiés pour chaque population

et cytodême désignés en tête de colonne) des différentes structures archésporiales ou aposporiques

observées chez Ranunculus parnassifolius subsp. heterocarpus tétraploïde et pentaploïde.



— 131 —

— Le pourcentage d'aposporie varie considérablement d'une population
à l'autre. Il reflète peut-être plus une différence individuelle qu'une

variation réelle à l'échelle des populations. En effet, les valeurs extrêmes
ont été obtenues sur les échantillonnages les plus faibles, relatifs à 1

(Castanesa, Ax), respectivement 4 fleurs (Mont Perdu, Ax). Aucune différence

significative ne distingue à cet égard les individus tétraploïdes et
pentaploïdes.

— Enfin le pourcentage d'aposporie correspond assez étroitement au
taux d'akènes bien conformés à maturité des têtes carpellaires. La forte
stérilité des individus polyploïdes (KUPFER 1974) trahit peut-être autant,
voire plus, l'échec de la voie aposporique (pas de différenciation d'initiale
aposporique dans un certain nombre de carpelles) que les irrégularités
méiotiques.

Les nombreuses études cytoembryologiques chez le Ranunculus grex
auricomus (Haefliger 1943, Rutishauser 1945 à 1967, Nogler 1971 à
1982, IZMAILOW 1965 à 1976) nous ont beaucoup aidé dans l'interprétation

de nos observations chez le R. parnassifolius. Les travaux des auteurs
précités ont mis en évidence que la reproduction des cytodèmes diploïdes
du complexe R. auricomus suivait bien le mode sexué normal. En revanche,

chez les taxons polyploïdes, la méiose suit rarement son cours normal
et avorte dès l'entrée en prophase I de l'archespore ou pendant la division
équationnelle (Haefliger 1. c). Nogler (1971) et Izmailow (1967) ont
cependant observé des stades à quatre mégaspores. Ils attribuent aussi les
troubles de la sporogenèse femelle à la méiose très perturbée en raison de
multivalents, univalents, ponts chromatiniens ou de la condensation de la
chromatine bloquée en synisesis. Izmailow (1965), cependant, prétend
avoir observé un sac embryonnaire à deux noyaux réduits chez un
individu pentaploïde. Cet auteur ne précise pas le nombre chromosomique,

nécessairement aneuploïde, de ces noyaux.
Nos observations concordent assez étroitement avec celles des auteurs

précités. Quelques nuances doivent cependant être signalées au sujet du
développement des initiales aposporiques.

Presque tous les ovules des taxons polyploïdes du R. auricomus s. 1.

offrent des sacs embryonnaires non réduits d'origine aposporique. Chez le
R. parnassifolius subsp. heterocarpus, 30 à 80% environ des carpelles
étudiés n'offrent pas d'initiale aposporique. Est-ce le signe d'une apomixie
facultative? Il est trop tôt pour l'affirmer mais les expériences en cours
devraient le démontrer. Cependant, le sympatrisme de deux cytotypes à

Castanesa et à Barrosa (Ax et 5x) parle en faveur d'une telle hypothèse. En
effet, dans un travail précédent (Kupfer 1974), l'origine des pentaploïdes
a été attribuée à des croisements entre taxons diploïde et tétraploïde. Nos
observations les plus récentes confirment ce point de vue. A Castanesa,
par exemple, l'introgression intervient selon toute vraisemblance entre le
R. parnassifolius subsp. heterocarpus tétraploïde et l'un des deux diploïdes
R. pyrenaeus L. ou R. amplexicaulis L. Chez le R. plantagineus, au
contraire, les valences impaires (3x et 5x) ne résultent pas d'hybridations
interspécifiques, mais intraspécifiques, dans les zones de contact (Alpes-
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Maritimes: col des Champs, Cayolle, etc.) entre les distributions des

cytodèmes diploïde (subsp. occidentalis Kupfer) et tétraploïde (subsp.
plantagineus). Les croisements artificiels devraient démontrer prochainement

si les races polyploïdes peuvent intervenir comme parent femelle. La
preuve serait alors apportée que des oosphères non réduites, aposporiques,
peuvent être fécondées.

Enfin, chez Malus domestica Baumg., les initiales aposporiques
n'apparaissent qu'après la formation des sacs embryonnaires réduits
(Krylova 1976). Dans les images les plus typiques décrites par
Nogler (1971) pour le R. auricomus s. 1., les initiales aposporiques se
différencient au-dessous de la tétrade, du côté du pôle chalazia! Chez le
R. parnassifolius polyploïde, l'induction de l'aposporie se manifeste plus
tôt encore que dans les deux cas précédents, le plus souvent au cours de
la division réductionnelle. D'autre part, l'initiale aposporique peut apparaître

non seulement au-dessous de l'archespore ou de ses dérivés, mais
aussi sur leur côté. A notre connaissance, cette dernière position n'a pas
encore été rapportée dans le genre Ranunculus.

Résumé

Sur la base d'observations cytoembryologiques, il est démontré que chez le
Ranunculus parnassifolius subsp. parnassifolius, diploïde, la mégasporogenèse et la
gamétogenèse aboutissent à la formation d'une tétrade normale puis d'un sac
embryonnaire réduit. En revanche, chez le subsp. heterocarpus, quelle que soit sa
valence tétraploïde ou pentaploïde, le développement d'une initiale aposporique
supplée généralement à l'avortement plus ou moins précoce de la sporogenèse. Le
taux d'aposporie varie entre 19 et 72% environ suivant les populations. Enfin,
beaucoup de carpelles dégénèrent faute de présenter un sac embryonnaire réduit ou
aposporique.

Zusammenfassung

Auf Grund cytoembriologischer Beobachtungen, wird festgestellt, dass bei
diploidem Ranunculus parnassifolius subsp. parnassifolius, die Megasporogenesis
und Gametogenesis zur Bildung einer normalen Tetrade und eines reduzierten
Embryosacks führen. Im Gegensatz dazu, bei subsp. heterocarpus, tetraploide oder
pentaploide Sippe, bewirkt die Entwicklung einer aposporischen Initiale im
allgemeinem das mehr oder weniger frühzeitige Zugrundegehen der Sporogenesis. Der
Aposporieprozent wechselt zwischen ca 19 und 72% je nach Populazionen.
Schliesslich, verkümmern viele Fruchtblätter, weil sie keinen reduzierten oder
aposporischen Embryosack enthalten.

Summary

On the basis of cytoembryological studies, it has been demonstrated that by the
diploid Ranunculus parnassifolius subsp. parnassifolius the megasporogenesis and
gametogenesis result in the formation of a normal tetrad and then in a reduced
embryo sac. But, by the subsp. heterocarpus whatever the valence is tetraploid or
pentaploid, the development of an aposporic initial will make up in general for the
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more or less early failure of the sporogenesis. The rate of apospory is varying
between about 19 and 72% according to the population. Finally, many carpels
degenerate, failing to present a reduced or aposporic embryo sac.
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