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Bulletin de 1a Société Vaudoise des Sciences Naturelles
Vol. XLL N° 154, 1905

'DE L’ORIGINE DES SPHERES DIRECTRICES

DANS

LES CELLULES DU SAC EMBRYONNAIRE
1902-1905

PAR

J. PERRIRAZ

INTRODUCTION

Le but que je me propose est d’essayer de déterminer
la véritable origine de la sphére directrice dans les cellu-
les du sac embryonnaire.

J’ai entrepris cette étude avec lintention d’apporter-
quelques lumiéres sur ce point si controversé. |

Les recherches ont été opérées sur les plantes sui-
vantes :

Allium ursinum. L.

Iris germanica. L.

Narcissus radiiflorus Salisb.

Galanthus nivalis. L.

Leucojam vernum. L.

Genre Tulipa.

Boveri (95) entend par centrosome, un centre dynami-
que qui se trouve dans la cellule et qui par bipartition
concourt a la formation de deux cellules filles ; cet auteur
ajoute que 'on doit renoncer a caractériser le centrosome,
soit par sa constitution, soit par la maniére dont il agit
vis-d-vis des matiéres colorantes.

XLI 14
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La notion d’astrosphére chez Heidenhain (g4) n’a d’ap-
plication que comme désignation topographique. L’as-
trosphére n’est pas un organe au méme titre que le
noyau et n’est une particularité constante, ni de la cellule,
ni d’un systéme centré.

Le nom de « sphére directrice » donné par Guignard (g1)
est, je crois, le terme qui convient le mieux & cet orga-
nite. Evidemment, ce terme implique une idée mécanique,
repoussée par certains auteurs.

La sphére directrice se compose :

1° Au centre, d’'un corpuscule se laissant fortement co-
lorer : le centrosome ; '

2° D’une zone ou « auréole », plus ou moins hyaline ;
les réactifs agissant différemment suivant les cas. C’est la
sphére attractive, le kinoplasma de Strassburger.

3% De l'aster formé par des fibres rayonnant autour de
la sphére attractive.

Le centrosome est la partie principale ; il ne fait ja-
mais défaut.

La sphére attractive peut manquer;d’apreés Strassburger,
un certain nombre d’algues en seraient dépourvues ; les
filaments de l'aster viendraient se greffer directement sur
le centrosome.

L’aster n’est pas toujours visible; malgré cela, c’est, a
mon avis, la partie la plus caractéristique de tout le com-
plexe.

Il est 4 remarquer que la plupart des auteurs allemands
se servent du terme de centrosome, soit pour désigner la
sphére directrice entiére, soit pour indiquer spécialement
le centrosome. Il en résulte une confusion regrettable.

C’est cette région qui empéche la confusion entre les
sphéres directrices et les chromosomes, nageant dans le
cytoplasma et entre les portions d’anses chromatiques,
excessivement petites, détachées pour une raison quelcon-
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que ou, dans quelques cas, entre des nucléoles cytoplas-
matiques.

Les filaments de 'aster, facilement décelables avec les
réactifs colorants, ne sont pas visibles a I’état de repos de
la cellule. L’aster, par ses irradiations, met les deux
sphéres en communication au travers du fuseau et forme-
rait ainsi le fuseau central, a 'opposé duquel se trouvent
les « cones antipodes » de Delages.

Une chose étonne: c’est la divergence des opinions
quant & l'existence de cet organite. Il est admis mainte-
nant par les auteurs ci-aprés que la sphére directrice
-existe :

Fol. (79), van Beneden (74), O. Hertwig (g92), Osten-
walder, Platner (88), Boveri (86), Flemming (82), Solger
(89), Heidenhain, Hermann (g1), Ischikawa (gr1), Bitschli
(73), Brauer (g92), Watasé (93), Guignard (g91), Karsten
(93), Julin (93), van der Stricht (94), Henneguy (gr1),
Farner (95); Belajeff (g4), Mottier (97), Shaw (g8),
‘Strassburger (94), Meeves (¢8), Nemec (g8), etc., etc.).

Que ce n’est pas une simple illusion d’optique : Eismond
«(90), Mitrophonoff (g4) ou une résultante toute mécanique :
Biirger (92).

Quant 4 la présence ou a l’'absence de la sphére direc-
trice dans les étres organisés, on ne peut encore établir
-des regles.

Si nous examinons les plantes inférieures, les diato-
mées, par exemple, on n’arrive pas a mettre en évidence
la sphére directrice; il est méme fort probable qu’elle ne
8 y trouve pas. ‘

Chez les algues supérieures elle a été etudlée par Strass-
burger (89g) et ses éléves. D’apreés eux, elle existe, mais
sous une forme peu caractérisée. L’on peut méme mettre
en évidence des chromosomes avec zone hyaline et con-
fondre ainsi deux choses différentes. La position, par rap-
port au fuseau, n’éluciderait méme pas la question.
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Les ascomycétes possédent une masse limitée de kino-
plasma, sans centrosome différencié, a laquelle Strassbur-
ger a donné le nom de « centrosplate ». Le Basidiobolus
(Fairschild), dont la division nucléaire se manifeste au
stade du fuseau par des pdles plats, montre des corpuscu-
les fortement colorés, mais sans rayonnement astériforme.
Les « Peziza » ont une masse active colorable aux pdles.

du fuseau.
Les Hépatiques, comme les Equisétacées n’en auraient

pas.

Les Gymnospermes possédent, par contre, des corpus-
cules colorés, des « blepharoplastes » qui, pour Ikeno (98),
Hirase (g7), sont des centrosomes; tandis que Webber
(oo)affirme qu’il n’y a aucun rapport entre les deux choses.

Les Monocotylédones donnent un matériel de premiére
valeur pour Dlétude des sphéres directrices ; les noyaux
des cellules sont gros et les éléments en sont trés visibles.

Les dicotylédones, peu étudiées a ce point de vue, sem-
blent ne pas en posséder. Strassburger (or) les nie dans
Cynanchicum Vincetoxicum, tandis que Raciborski (o2)
fait remarquer la facilité de démonstration de leur exis-
tence, chez les mémes plantes. Il doit donc y avoir des
erreurs de technique ou une différence d’interprétation.
Osterwalder en décrit chez Aconitum Napellus.

Les cellules reproductrices animales étant en général
plus grosses, le matériel se laissant mieux traiter, la
sphére directrice est par conséquent mieux connue. On l'a
trouvée non seulement dans les cellules des organes re-
producteurs, Pceuf ou le spermatozoide, mais dans des
unités telles que les leucocytes, les cellules pigmentaires,
nerveuses, épithéliales, etc.

Il me semble trés risqué d’établir un paralléle entre les
animaux et les plantes quant au développement de la cel-
lule et sa division ultérieure. On a voulu voir des ressem-
blances, des rapports, dans certains phénoménes qui pa-
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raissent au premier abord identiques, mais qui, étudiés
plus minutieusement sont complétement différents. Cela ne
peut étre fait dans le domaine qui nous occupe. Des mé-
thodes de recherches ahsolument semblables donnent trés
souvent des résultats fort différents, suivant que l'on
s’adresse aux plantes ou aux animaux.

Le zoologiste se servira de certains réactifs qui donne-
ront des résultats excellents. Des recherches botaniques
-exécutées suivant des méthodes semblables et avec les
mémes agents fixateurs et colorants ne fournissent que des
résultats inexacts ou entachés d’erreurs.

Strassburger (00) et Kornicke emploient , disent-ils, les
méthodes de Meeves et Flemming. Ces méthodes peuvent
étre excellentes pour des recherches zoologiques, sans que
pour cela les résultats fussent analogues, lorsqu’elles se-
ront appliquées a des piéces végétales.

Je crois que les recherches botaniques doivent étre me-
nées d’une maniére toute spéciale en raison de la diffi-
culté de fixation et de 'emplo1 des matiéres colorantes.

Pour le fixateur, on se heurte a une diffusion peu ra-
pide, les parois de la cellule ne laissant agir les agents
fixateurs qu'avec une extréme lenteur.

En conséquence, il faudra se servir de réactifs spéciale-
ment appropriés a la recherche que 'on veut exécuter. Il
faut naturellement tenir bien compte de la nature chimi-
-que des corps qui seront en présence.

Dans les préparations zoologiques, les membranes plus
perméables ne ralentissent pas d’une maniére sensible la
fixation, facteur trés important pour une étude sérieuse.
A plusieurs reprises, je me suis servi des méthodes em-
ployées en zoologie ; elles ne m’ont jamais donné des ré-
sultats aussi satisfaisants que les méthodes spéciales. En
général, par les premiéres, on arrive & un durcissement
de la membrane tel que le rasoir du microtome éraille
:sans couper les piéces a étudier.
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Peu de méthodes sont d’une application générale ; la
plupart ne doivent servir que dans certains cas particu--
liers et bien déterminés.

Les différences constatées dans les résultats donnés par
I'étude d’'un méme objet, chez une méme plante, étude
faite par des auteurs différents, proviennent assez sou-
vent des méthodes de fixation et de la technique em-
ployées.

Il serait donc d’un intérét général d’indiquer minutieu-
sement les méthodes suivies, ceci pour permettre un con-
trole sérieux fait dans les mémes conditions. Le méme
objet traité différemment, mais dans un méme but d’étude
ne peut donner que des comparaisons souvent trés rela--
tives.

On a voulu voir dans la sphére directrice un organisme
devant se trouver sans exception chez tous les étres orga--
nisés, aussi bien chez les plantes que chez les animaux.
Cela doit étre une erreur que 'expérience continuera peut-
étre a prouver. '

Il me parait donc beaucoup plus rationnel d’appliquer
la grande- loi d’évolution et il est tout indiqué qu’elle est
applicable également a la sphére directrice.

Si nous prenons les plantes inférieures, le noyau n’y
ayant pas encore été reconnu d’une facon certaine, la
sphére directrice, si elle existe, sera forcément trés simple,
peut-étre méme qu’un simple chromosome peu ou pas dif--
férencié, la remplacera. Il serait apte a diriger les phé-
nomeénes de la mitose.

Chez les algues supérieures, la sphére directrice est for-
mée, mais elle n’a pas encore atteint son complet déve--
loppement ; la sphére attractive fait quelquefois défaut,
tandis que d’autres fois nous n’avons a faire qu’a un véri-
table chromosome différencié pour les besoins du moment.

Les Gymnospermes accusent un degré de plus dans le-
développement de cet organite.
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Viennent ensuite les Monocotylées. Chez les plantes de
ce groupe, la sphére directrice est complétementindividua-
lisée : ses trois parties sont trés bien accusées ; nous
aurions ainsi le summum de son développement.

Chez les dicotylées, par contre, la régression aurait
lieu, ceci d’aprés les faits exposés dans les derniers tra-
vaux de Strassburger.

Peut-étre qu’une relation semblable pourrait s’appliquer
chez les animaux; la suite des recherches montrera quelle
est la valeur de cette assertion.

Le cycle évolutif de la sphére directrice n’a pas encore
été suivi d’une maniére rigoureuse. On peut classer les
auteurs qui se sont occupés de cette question en deux
grands groupes :

i° Ceux qui nient son existence, tels que Biirger (92),
Eismond (go), Mitrophanoff (94), Carnoy (g7) Lebrun (g97)
et, d’'une maniére générale, I'école de J.ouvain, etc.

2° Ceux qui admettent son existence.

Ces derniers peuvent se répartir en trois groupes trés
distincts.

a) Les auteurs lui attribuant une origine nucléolaire
Wasielewski (93), Karsten (¢3), O. Hertwig (92), Julin
(93), etc. '

b) une origine nucléaire : van Beneden (84), Fol. (79),
Boveri (86), Biitschli (85), Brauer (93), etc.

¢) Une origine microsomique : Watasé (g3), van der
Stricht (g94), etc.
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CHAPITRE 1
Technique.

Pour fixer les piéces, je me suis servi des solutions sui-
vantes :

I. Solution de Behrens I ;
Il. Solution de Behrens II;
ITII. Solution de Flemming ;
IV. Solution de Pacini I;
V. Solution de Pacini II ;
VI. Solution d’acide osmique 1 % ;

VII. Solution saturée d’acide picrique dans de P'eau tiede
(200 volumes), puis addition de 2 & 3 volumes d’alcool
absolu;

VIII. Solution d’acide acétique o,10 %, — 100 part. et
sol. d’acide chromique 0,20 9% 100 part.;

IX. Solution concentrée d’acide picrique dans de I'al-
cool a 50 %,;
X. Solution de sublimé 1 %, 100 cm?3;
Solution d’acide acétique 1 °/,, 100 cm3;
XI. Solution de Ripart
XII. Solution de Kleinenberg ;
XIII. Solution de Rabl.

Ces différents réactifs ont été employés dans le but de
comparer les méthodes et les résultats obtenus. Tous peu-
vent donner de bonnes préparations si 'on veut examiner
soit le protoplasma, soit le noyau, le boyau nucléinien ou
les nucléoles.

La solution de Flemming est a recommander ; mais il
faut avoir soin d’opérer de nombreux lavages avant de
conserver les piéces dans 'alcool.

Les solutions a base d’acide picrique sont d’un trés bon
emploi dans I'étude du noyau. En effet, par une gélifica-
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tion plus ou moins intense de la membrane, elle pourra
s’employer avec succés pour 'examen des parties internes,
du noyau, par exemple. Il ne faut cependant pas que l'a-
cide soit employé pur, son action serait trop intense ; I'ad-
dition d’un peu d’alcool annihile un peu son effet, ce qui
donne des résultats plus précis. Il ne faudrait pas em-
ployer ces solutions pour I'étude de la caryocinése, les
figures étant trop peu nettes.

Les solutions de Pacini remplissent le méme but ; les
contours nucléaires, dans les jeunes noyaux sont peu dis-
tincts et les nucléoles quelquefois mis en liberté. Leur
étude en est trés facilitée. Il y a un inconvénient a s’en
servir si les cellules sont en voie de division. Les figures
mitosiques sont trés peu précises ; elles apparaissent
comme des plaques photographiques dont I'image serait
« floue ». Le dessin ne pourrait en étre fait exactement.

D’une maniére générale, i1 faut opérer des lavages a
Ieau distillée pendant plusieurs heures et méme plusieurs
jours apres la fixation; ils ne seront jamais trop bien faits.

Beaucoup d’auteurs préconisent I'emploi de 1’alcool ab-
solu comme fixateur. Je ne saurais approuver cette mé-
thode, vu que la plupart des piéces traitées de cette ma-
niére-l1a m’ont donné les résultats les plus médiocres.

Comme les agents fixateurs ont une importance capitale
pour la suite des opérations, j’en ai cherché de nouveaux.
Je me suis spécialement servi des solutions de sels d’argent :

XIV. Solution de nitrate d’argent a 5 97 ;

XV. Solution de nitrate d’argent a 2 ¢ 10 p.; alcool
absolu 10 parties ;

XVI. Solution de nitrate d’ argent 294 50 p.; solution
d’acide osmique 1 %{ 50 p.;

XVII. Solution d’acide osmique 1 %, 4 cm?,

Solution de nitrate d’argent 1 94, 35 cm53,
Solution saturée d’acide picrique dans H,o0, 25 cm?.
Alcool absolu, 25 cm?.
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Ces différents réactifs m’ont donné de bons résultats et
je ne suis pas d’accord avec Lee, lorsqu’il dit :

« Holenstein ist absolut unverldssig in seinen Wir-
kungen. Le nitrate d’argent employé a forte dose, soit
5 9%, donne de bonnes préparations pour les noyaux au
repos. Wasielewski s’en est servi a 1 ¢{ et le déclare
utilisable dans le cas précité et pour 'examen des chro-
mo somes.

La solution n°® XVI peut étre utilisée également pour
toutes les parties de la cellule. La rétraction est insensible ;
elle ne se traduit que par un léger décollement du proto-
plasme au contact de la membrane.

La solution n° XV est également bonne. Elle produit une
rétraction trés minime. Les membranes restent intactes, et
on ne peut s’en servir qu’avec succés dans 'examen du
cytoplasma.

La solution n® XVII est, sans contredit, celle qui donne
les meilleurs résultats. Le protoplasma est dans sa posi-
tion initiale et le noyau se présente sans rétrécissement
appréciable, ‘

De plus, les piéces traitées par ces différents réactifs
possédent le grand avantage de se colorer avec beaucoup
de vigueur par I’hématoxyline et la safranine, par exem-
ple. Cela permet ’emploi d’une solution trés diluée du
colorant, et par le fait 'obtention d’une plus grande net-
teté de coloration.

Ces solutions doivent étre préparées au moment de
leur usage. En général, je les composais le matin, entre
5 et 7 heures, et les piéces étaient fixées sitot aprés. La
préparation des solutions XIV, XV et XVI n’offre rien de
particulier. La solution XVII était faite comme suit : Les
différents liquides la composant étant préts, je prenais le
nitrate d’argent dissous dans l’eau, auquel j’ajoutais I'a-
cide picrique a chaud ; ensuite venait ’acide osmique en
solution dans les 25 cm3 d’alcool absolu ; puis le tout était
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porté au bain-marie pendant quelques minutes ; la tempé-
rature ne devant pas s’élever au-dessus de 45° a 50°. Le
liquide fixateur se refroidissait en chambre noire.

Il faut naturellement que la fixation s’opére a I'obscu-
rité et 1l vaut mieux pratiquer entre 250 et 3o°. L’effet est
plus rapide, par conséquent, meilleur.

Les piéces passées aux différents alcools se conservent
trés longtemps dans un parfait état. |

L’inclusion est une opération qui demande beaucoup de
soins. Les meilleurs résultats furent obtenus par le pas-
sage des piéces dans les solutions suivantes :

On prépare a 'avance :
1*e série.
Alcool 75 95  xylol 25 %

» 290 %Y » bo %
» 20 % » 75 Y

» 100 %
2 serie.

Xylol 85 97 paraffine 15 parties 350
» 70 % » 30 » 350
» bo % » Ho » 38
» 25 Y » 75 » h5o
» B Y% » 9o » 45°
100 » 5o°

Les ovaires sont placés de 8 en 8 heures dans les liqui~
des de la 1™ série, aprés quoi, opérant entre 4o° et 45°,
on se sert de la série II, pour terminer par la paraffine
pure.

Il faut alors se servir de paraffine fondant a des tempé--
ratures de plus en plus élevées, pour terminer par celles
dont le point de fusion est voisin de 58°.

Les piéces y sont alors maintenues pendant 3o a 36
heures. On doit travailler trés soigneusement. Si 'on omet
I'une ou l'autre des solutions précitées, on s’expose & une
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inclusion incompléte. Il peut méme se produire des alté-
rations a l'intérieur des cellules, ce qui méne nécessaire-
ment 4 une équivoque ou a des résultats inexacts. Ces
différentes solutions doivent imprégner trés lentement les
pi¢ces, de maniére que I'inclusion se fasse insensiblement.

Plus le traitement par la série II est long, meilleures
sont les piéces.

Un examen comparatif pourra prouver la ch.ose.

La coloration peut se faire de trois maniéres différentes :

I. La coloration in-toto par la paraffine.

Cette méthode peut avoir quelques avantages lorsque
les piéces sont trés petites ; de plus, les surcolorations ne
sont pas a craindre.

Tout d’abord, la paraffine ne doit pas étre trop dure;
les meilleures sont celles dont le point de fusion varie en-
tre 35° et 4o°. On pratique la coloration a 'avance ; quel-
ques matiéres s’y dissolvent ou s’émulsionnent trés bien.
Telles sont : le vert de méthyle, le bleu de methyléne, 1’o-
range G. D’autres, comme les hématoxylines, l’éosine,
la safranine, le brun de Bismarck, n’agissent qu’a la lon-
gue et vers 600 ou 70°. Pour en faciliter I'action, il faut
remuer de temps a autre et maintenir le tout dans I'étuve
pendant 72 heures environ. Il vaut mieux ne pas se servir
d’agents dissolvants pour faciliter la coloration de la paraf-
fine. Cela peut occasionner des déboires dans la suite des
opérations. Avant de pratiquer I'inclusion, il faut faire pas-
ser les pieéces dans les séries I et II du paragraphe pré-
cédent.

Il. Coloration in-toto directe.
Je me suis servi dans ce but de I'hématoxyline de De-

lafield, de 'H. de Heidenhain, de la safranine pure, de la
safranine en solution dans ’eau d’aniline.
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La méthode des doubles colorations est difficilement ap-
plicable. On ne sait, en effet, si les parties internes sont at-
teintes ; 'on risque aussi, lorsque leslavagesne sont pas bien
faits, d’obtenir des précipités. Les piéces colorées par I'hé-
matoxyline de Delafield sont restées dans la solution di-
luée pendant 24 heures, aprés quoi elles passaient dans
huit ou neuf eaux de lavage dans I’espaee de 52 heures.

La déshydratation s’est faite par la série des alcools
1, b, 20, bo, 75 9 et alcool absolu.

La suite de ces liqueurs est nécessaire pour éviter la
formation de précipités. Pour les traitements avec ’héma-
toxiline de Heidenhain, il faut étre encore plus prudent et
ne pas craindre de laver les piéces pendant g6 heures de
suite dans des eaux légérement alunées, auxquelles j’ajou-
tais quelques gouttes d’acide acétique.

Ces colorants sont excellents pour 'examen des noyaux
en mitose. Le nucléole est examiné aprés coloration a la
safranine en solution dans I’eau d’aniline.

Il faut opérer une surcoloration trés intense, puis décolo-
rer trés lentement. La surcoloration n’est jamais poussée
trop loin ; le point délicat est la décoloration.

Cette méthode donne de bons résultats, lorsqu’elle est
appliquée a de petites piéces.

111. Goloration des coupes.

Cette méthode, beaucoup plus longue que les deux pré-
cédentes est utilisable dans tous les cas. De plus, on peut
observer directement I'effet du colorant. Je me suis servi
des matiéres colorantes précédemment citées. Les colora-
tions doubles et triples donnent des résultats excellents.

La méthode de Flemming, safranine, violet de gentiane,
orange (., I’hématoxyline de Delafield et la safranine ont
été employées. Ces deux derniers colorants ont le grand
avantage de faire ressortir avec intensité tous les corps
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nucléolaires en rouge, tandis que le reste du noyau devient
violet.

Les coupes examinées étaient d’une épaisseur de 5 u
et au-dessous. Souvent elles ne dépassaient pas 3 u. Ce
n’est qu'apres leur fixation sur porte-objet ou mieux en-
core sur couvre-objet qu’elles étaient traitées par les colo-
rants. La paraffine a toujours été dissoute dans le xylol.

CHAPITRE 11

Avant d’entreprendre un travail aussi délicat, une étude
préliminaire ‘est nécessaire ; j’al repris un sujet déja traité,
afin d’essayer différentes méthodes pour en comparer les
résultats. Je me suis servi, a cet effet, du Lilium Martha-
gon ; les résultats obtenus sont semblables a ceux trouvés
par Guignard (go), au moins dans leurs grandes lignes.

(Vest cet auteur qui, le premier, mit en évidence les sphé-
res directrices. Ces derniéres se distingueraient des nu-
cléoles par les caractéres suivants.

Le nucléole est formé d’une substance homogéne de
grosseur variable, et presque toujours supérieure a celle
du corpuscule central, soit du centrosome. De plus, dans
les différents stades de la mitose, les nucléoles ne restent
pas dans la masse nucléaire.
~ Les sphéres directrices par contre, possédent un cor-
puscule central, entouré d’'une zone moins colorable ; leur
diamétre est sensiblement constant. Dans ses « Nouvelles
études sur la fécondation », Guignard (g4) a donné quel-
ques détails sur le fonctionnement des sphéres directrices.
Elles n’entreraient en activité qu’aprés la formation des
segments chromatiques. Des stries protoplasmatiques les
entourent ; elles s’écartent pour se fixer, suivant I'axe lon-
gitudinal de la cellule. A ce moment, les stries sont plus
nettes aux environs immédiats de la sphére, s’atténuant
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dans le reste de la cellule. Les asters ne se complétent
qu'aprés la résorption de la membrane nucléaire, phéno-
méne commengant dans le voisinage du centrosome. On
voit alors les filaments s’avancer dans le noyau et finir
- par relier les deux sphéres.

Jai examiné la germination des grains de pollen, la
fécondation et les phénoménes de division qui en résul-
tent, sans cependant m’attarder trop aux détails de la
mitose. De plus, quelques essais-contrdles sur d’autres
plantes, des Lilium, Fritillaria en particulier, m’ont donné
des figures a peu prés semblables & celles des auteurs
précédemment cités.

Pour la recherche de Vorigine des sphéres directrices, il
fallait tout d’abord étudier le noyau au repos.

Les piéces fixées au moyen des solu-
tions I, VI, XIV, XV, XVI, XVII,
donnent de trés bonnes préparations ;
le noyau ne subit que peu de con-
traction, ce qui facilite de beau-
coup l'étude de cet organe; sa gros-
seur varie entre 7 et 12 u. o

Quels que soient les matériaux F‘ﬁérf(‘,s";' 1;33’,?383,3 eéf‘; ﬂe
employés, on le voit entouré de sa  Allium.
membrane. Sa matiére nucléaire se trouve comme formée
par une quantité de petits morceaux de nucléine, dis-
posés sans ordre apparent. A Dintérieur un ou plusieurs
nucléoles n’ayant pas de positions nettement déterminées,
se colorent en rouge clair par la safranine. Je n’ai jamais
constaté de sphéres directrices dans le cytoplasma lorsque
le noyau est au repos.

On voit bien de temps & autre des microsomes entourés
par 'auréole caractéristique de la sphére attractive ; ils se
meuvent continuellement sans occuper jamais de position
parfaitement fixe; ’observation doit se faire sur une cel-
lule encore vivante dans de 1’eau légérement salée.
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Ces microsomes n’ont aucun rap-
port avec la sphére directrice comme
nous le verrons par la suite. Ce sont
ces corpuscules que certains auteurs
ont nommé centrosomes, bien atort,
car leur origine est indéterminée et
leur fonctionnement est tout a fait
différent.

R P D’autres fois aussi,. de trés petits
dans son cytoplasma un nucléoles cytoplasmatiques se trou-
nucléole extranucléaire ; P (.
grandeur dunucléole 1,3¢  vént & 'extérieur du noyau ; le cas
Homelasus, est méme assez fréquent. Il est facile

de les reconnaitre au moyen des réactifs colorants.

Ces nucléoles extra-nucléaires ont été décrits par
Demoor (g5) pour les poils staminaux de Tradescantia.
Cet auteur les avait obtenus par 'action du froid. Kars-
ten (93) met en garde contre la dénomination de centro-
somes qu’'on a voulu leur donner ; d’autant plus que pen-
dant la mitose, ils se placent quelquefois dans une posi-
tion semblable, aux poles du noyau. Debski (g8) les a
constatés chez Chara et pense qu’ils existent normalement
dans le protoplasma.

Il faut bien spécifier ce qu'est le noyau a I’état de repos.
A ce stade les échanges nutritifs atteignent leur maximum
d’intensité ; il y a augmentation de volume. A ce moment
le noyau renferme un ou plusieurs nucléoles; ils ont
I'aspect de petites sphéres placées dans des positions quel-
conques les unes par rapport aux autres. Au moment de
leur formation, on les voit comme de gros chromosomes,
qui augmentent rapidement de volume. En méme temps,
il se forme assez souvent une « auréole » hyaline ; cette
partie la est trés probablement composée d’une nucléo-
albumine, zone ne se laissant colorer que trés faiblement.
La membrane du noyau a partout la méme épaisseur;
elle est trés avide des colorants généralement employés ;
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il faut donc opérer avec précaution pour que la tinction
ne soit pas trop forte, surtout pour 'examen des parties
internes du noyau.

A un moment donné, quand le nucléole est arrivé & son
complet développement, on apergoit souvent une ou plu-
sieurs vacuoles plus ou moins grosses ; elles sont facile-
ment décelables dans les gros noyaux des cellules du sac
embryonnaire, et dans les stades primaires de son déve-
loppement.

D’aprés les nombreuses obser-
vations, (80 ooo coupes) que jai
eu 'occasion de faire, il semble
que ce phénoméne est un signe de
dégénérescence.

Dans les cellules qui subissent ) ,

5 & ¥ ¢ : Fi1c. 3. — Noyau pourvu d'un
une division raplde, il ne m’est nucléole avec vacuoles. Gran-
jamais arrivé de rencontrer de  deur 180’8
nucléoles vacuolaires. Je me suis "
demandé si ce n’était pas leffet
du réactif : je ne le crois pas. Il
semble tout d’abord que les réac-
tifs picriques donnent plus sou-
vent ces figures que les autres;
mais par 'examen statistique des :
piéces traitées par les différents Fic. 4. — Nucléole de la figure

s . précédente examiné a un
agents, on sapercgoit que tous en grossissement plus fort.
donnent de semblables; par con-  Grandeur 27
séquent le réactif ne peut avoir o
qu’une importance tout a fait se-
condaire, si ce n’est nulle.

Les nucléoles examinés a I'état
frais et non fixés, laissent voir des
vacuoles, peu visibles il est vrai,
mais suffisamment décelables pour P

. ur
garantir leur existence. Leur gros- st

cissus,
XL1 I

p. Galanthus,

K-

Fic. 5. — Autre nueléole vacuo-
h,2
’

p. Nar-

ot
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seur peut varier dans d’énormes proportions. De plus
elles doivent étre remplies par un liquide visqueux.

Ces vacuoles doivent étre un signe de dégénérescence.

En effet, par ’emploi de réactifs colorants énergiques,
lorsque le nucléole est assez gros pour permettre d’en
faire plusieurs coupes, on apergoit une masse irréguliére,
légérement colorée. Pour cette observation, on est obligé
de se servir des colorations de coupes. Il est méme utile
de faire agir un mordant avant 'emploi du colorant.

Assez fréquemment on constate la présence d’une cavité;
cecl est di simplement & un accident de technique; car,
dans les nombreuses manipulations que subissent ces pié-
ces, il est trés difficile de ne pas érailler des parties aussi
délicates. |

En effet, si 'augmentation de volume dépasse une limite
déterminée, il se produit des cavités, la matiére nucléo-
laire existant en trop petite quantité. Ces cavités ne peu-
vent étre remplies par un gaz.

Ce suc nucléolaire semble se coaguler par cerfains réac-
tifs. D’une maniére générale les matiéres colorantes n’ont
que fort peu d’effet sur lui; les solutions anilinées aqueu-
ses et alcooliques; les mémes a base d’éosine le colorent
en rose trés péle; les piéces mordancées a ’alun puis trai-
tées par les hématoxylines, spécialement celle de Heiden-
hain, donnent une coloration bleu-clair.

Dans les cellules parvenues & leur accroissement maxi-
mum, on voit dans certains nucléoles
non pourvus de vacuoles, une ou deux
granulations : des centrioles.

Je crois pouvoir affirmer que ce ne
SO sont les résultats ni des réactifs, ni des
Flf_’i'e Gé—niil’gggfﬂgg‘lﬁ colorants. Quelquefois dans les piéces

2 contiennent des fixées a Paide de réactifs osmiques ou

centrioles; le trol- g>orgent, il se forme des précipités dus

siéme est homogéne. 8 ’ p P

Grandeur 7,8 p. Ga- 3 yne réduction trop vive; mais cela
lanthus.
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ne se produit que sur une faible épaisseur. Pour en-
lever cette chance d’erreur, je me 'suis servi de réactifs
sans sels métalliques. On a beaucoup de peine a fixer con-
venablement des parties aussi délicates ; on peut toutefois,
en opérant avec soin, constater dans certains nucléoles
spéciaux P'existence de un ou deux centrioles; ils apparais-
sent foncés sur la plage plus claire du nucléole.

Je me suis demandé, si peut-étre ce n’était pas di a quel-
que impureté.

Cette derniére objection n’a aucune valeur; si ces cor-
puscules étaient des impuretés, on ne les retrouverait pas
si souvent et surtout pas dans des piéces traitées si diffé-
remment.

Serait-ce peut-étre une illusion d’optique?

Je ne le pense pas non plus; car 'on peut trés bien se
rendre compte des plans dans lesquels ces centrioles se
trouvent.

Il me semble que ce sont donc bien des centrioles. Il
est & remarquer que quand les vacuoles existent, on ne
trouve jamais de granulations. La position de ces corpus-
cules dans le nucléole est généralement sur le plus grand
diamétre, car il se produit un allongement qui donne au
nucléole une forme elllpsmdale.

On peut se demander si 'on n’a pas a faire & une va-
cuole « favorisée », vacuole qui se serait ainsi différenciée
pour servir dans un but déterminé. La question est difficile
a résoudre ; mais je ne crois pas la chose probable. En effet,
si le centriole avait une telle origine, on devrait pouvoir
assister & sa formation, en examinant une série de noyaux
en voie de croissance. Je n’al jamais pu constater le fait
et ne suis, par conséquent, pas en état de me prononcer.

Tous les nucléoles n’en possédent pas. Je n’en ai jamais
trouvé plus de deux dans le méme noyau. Lorsque plu-
sieurs nucléoles se trouvent dans la méme unité, deux en
général contiennent de ces granulations ; les autres ne pos-
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sédent que des vacuoles, mais le fait
est relativement rare.

Ces derniéres ont déja été signalées
par la plupart des auteurs, mais on ne
connait ni leur origine, ni leur cause

Fi6. 7.— Noyau pourvu formatrice.

de 4 nucléoles, dont Nous verrons, dans la suite de cette
2 homogénes et les

2 autres possédant  €tude, que les nucléoles pourvus de

des centrioles. Gran- . . o .

deur ¢,8 u. Galan- vacuoles dlsparalsqent petit a petit sans

LISy laisser de trace, tandis que ceux qui
sont pourvus de centrioles jouent un réle prépondérant
dans la mitose.

Ces granulations sont en outre entourées d’une «auréole »
se décelant fort bien par la safranine en solution dans’eau
d’aniline ; ’hématoxyline donne aussi de bonnes colora-
tions.

D’une maniére générale, pour examiner ces granulations,
le fixateur doit contenir de 'acide picrique de maniére a
gélifier légérement les membranes; cette modification ne
doit pas étre trop intense, car il est nécessaire de pouvoir
observer trés nettement les deux bords de la membrane.
De plus, il faut opérer une surcoloration trés accusée.
Lorsque 'on emploie la safranine par exemple, les noyaux
doivent former une tache rouge sombre dans laquelle il est
impossible de déceler quoi que ce soit. On décolore ensuite
trés lentement. Quand cette derniere opération est poussée
trop rapidement, on risque de désagréger la piéce et de
n’obtenir aucun résultat,

Au début de la mitose, lorsque les éléments nucléiniens
s’ordonnent pour l’élaboration du boyau, il se produit
dans le noyau des mouvements assez importants. Les nu-
cléoles a granulations qui, jusqu’a ce moment, occupent
une position quelconque les uns par rapport aux autres,
se dirigent alors vers les deux poles de la cellule, en sui-
vant le grand axe, lorsqu’il existe; mais ils ne subissent
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aucune déformation appréciable. Les réactifs ne permet-
tent pas de reconnaitre de modifications dans la membrane
nucléaire ; I'épaisseur est restée la méme sur tout son
pourtour, et sa composition semble ne pas avoir changé.

Dés que les nucléoles sont arrivés a une faible distance
des bords du noyau, la membrane subit un enfoncement
trés appréciable; le phénoméne commence par un léger
aplatissement qui s’accentue de plus en plus pour se ter-
miner par la formation d’une petite cuvette.

Ce fait a déja
£été signalé  par
plusieurs au-
teurs.

Brauer (93) a

vu le centrosome

brane nucléaire
et dans une dé-  Galanthus.
pression. Au moment de la mitose,
la membrane est perforée. L’ouver-
ture formée avait déja été observée
en 1871 par Auerbach qui, il est
vrai, lui donnait une destination
toute spéc‘iale.

O. Hertwig (g2) soutient qu’au
commencement de la division indi-
recte, le carpuscule polaire apparait
contre la surface de la membrane
nucléaire et que ce n’est que plus
tard qu’il s’en éloignerait pour entrer
dans le cytoplasma. Quand il appa-
rait, la membrane est souvent af-
faissée, comme si du suc nucléaire
£tait sortl par un petit orifice.

Van der Stricht (g4) admet que les

FiG, 8. — Noyau possédant
contre la mem- = ype légere excavation du
coté de la zone nucléo-
laire. Grandeur 10, 2 4.

Fi6. g. — Noyau dont la
membrane commence i
disparaitre ; le nucléole
enfre en contact avec
Iinvagination. Grandeur
10,4 po. Galanthus.

Fic. 10. — Légere invagi-
nation vers laquelle s’est
dirigé le nucléole. Gran-
deur 4,3 u. Galanthus.

sphéres attractives
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et le centrosome apparaissent dans une excavation de la
membrane, quelquefois aux deux pdles du noyau; d’autres.
fois I'un prés de Iautre.

Wasielewski (¢3) constate un affaissement de la mem-
brane, comme si une certaine quantité de suc nucléaire
qui la maintenait tendue avait diffusé et que le nucléole
soit sorti; cela se produisait quand les nucléoles dispa-
raissaient dans le noyau.

Il me semble plus exact d’attribuer la formation de cette
dépression & un mouvement attractif. Herwig (g92) a
voulu voir un affaissement produit par la sortie de liquide
nucléaire,, tandis que Wasielewski soutient que cela se
produit « comme si du liquide était sorti. »

Je ne crois pas que cette hypothése puisse étre appli-
quée a ce cas particulier. Si une « petite quantité de
liquide nucléaire » sortait & ce moment-la, on devrait le
retrouver dans le cytoplasma, ce qui n’est pas le cas. On
le reconnaitrait facilement a 'aide de réactifs colorants et
a Pabsence trés probable de microsomes dans la région
avoisinante.

On pourra faire I'objection suivante : le liquide sorti ne
subit pas l'influence des colorants. C’est pour cette raison
que je me- suis servi de colorants ayant des radicaux chi-
miques les plus divers et dissous dans des agents trés
variés; mais je n’ai jamais pu recueillir de preuves cer-
taines. |

Plusieurs ouvrages constatent un ridement de la mem-
brane dans cette cavité. Je n’ai observé la chose que d’une
maniére fort peu précise. Quelques réactifs tels que I'acide
picrique concentré ou additionné d’une quantité d’alcool
suffisante, produisent une gélification qui donne en effet
‘Pimpression d’une surface concave chagrinée. Mais las-
pect de cette partie change avec le réactif employé. Si on
se sert comme agent fixateur d’alcool absolu, la membrane
prend un aspect mamelonné ou verruqueux, irrégulier, ot
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I'on peut facilement distinguer les limites externe et
interne. Les réactifs picriques donnent trés souvent une
masse indéterminée dans sa forme; on ne peut définir la
position exacte et les limites de cette partie du noyau.

En se servant par contre des réactifs XIV, XV, XVI,
XVII, on observe une gélification partielle, les numéros 111
et VI donnent la méme réaction, mais moins nettement.

I me semble donc que c’est a l'effet du réactif qu’il
faut attribuer les différents états sous lesquels la mem-
brane se présente aux poles du noyau.

J’al essayé, en me servant de matériel frais, non fixé et
non coloré, d’observer cette partie. En se servant de colo-
rants méme faibles, il se produit nécessairement un phé-
nomeile chimique plus ou moins intense. C’est pour em-
pécher cela que 'observation s’est faite dans l'eau, puis
dans la glycérine. Il est trés difficile de faire un examen
minutieux du noyau et de sa membrane sans colorants.
D’aprés quelques piéces particuliérement nettes, il m’a
semblé que la membrane du noyau se gonflait simplement,
comme par une forte imbibition d’eau. L’eau ajoutée au
moment de D'observation peut avoir eu quelque influence,
mais comme son action ne s’est pas prolongée au-dela de
deux ou trois minutes, elle n’a pu étre que trés faible, si
ce n’est nulle. |

J’ai donc dit que je croyais & un phénoméne purement
attractif, plutét qu’a une diffusion de liquide nucléaire :

La membrane, tout en n’ayant subi aucune modification
chimique décelable, a cependant du passer dans un état
de stabilité beaucoup moins grande, puisque quelques
heures plus tard elle disparaitra. Si 'on admet cet état,
sa résistance doit donc étre beaucoup moins forte, tout
phénoméne d’attraction sera plus nettement visible dans
son action. Le nucléole agissant par sa masse simultané-
ment avec l'attraction moléculaire, Pexistence de cette
petite cuvette serait ainsi expliquée.
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Nous avons constaté également la présence de l'ouver-
verture déja citée. Mais contrairement & opinion des au-
teurs déja précités, nous prouverons plus tard qu’elle est
destinée a livrer passage au nucléole. Il est & remarquer
que cet orifice ne se produit que tardivement, alors que
le filament chromatique va se scinder.

A ce moment commence la mitose proprement dite. Le
boudin nucléinien se dépelotonne pour se diviser ensuite.
Les nucléoles que nous avons laissés a une faible distance
des pdles du noyau arrivent au contact de la membrane.
Cette dernieére subit une modification chimique lui don-
nant 'aspect d’une masse gélatineuse.

Ce changement ne se fait pas rapidement, elle s’épaissit
petit a petit, puis ses bords internes et externes perdent
de leur netteté.

Le cytoplasma n’est pas resté inactif, il a méme été le
sitge d’'un phénoméne important. Osterhout (g7) décrit des
fibrilles protoplasmatiques qui apparaissent au début de la
prophase dans les cellules méres des spores chez Equise-
tum. Elles se disposent tout autour dn noyau en un feu-
trage plus ou moins serré. Plus tard, tous ces éléments
s’'individualisent, puis prennent une position perpendicu-
laire 4 la surface du noyau. Ils se réunissent ensuite en
deux faisceaux qui disparaissent avant la prophase, pour
ne reparaitre que plus tard. Ils pénétreraient alors dans
la masse nucléaire pour s’ordonner finalement suivant deux
systémes opposés en un fuseau bipolaire. Cet auteur con-
clut donc a la formation du fuseau aux dépens du cyto-
plasma.

Les fibrilles du fuseau se grefferaient ainsi sur la sphére
attraciive pour former une partie de laster.

Un grand nombre d’auteurs se rangent a cette maniére
de voir et soutiennent la méme origine, tant au fuseau
qu’a l'aster proprement dit. Farmer (g6), Guignard (91),
Dixon (95), trouverent des filaments autour des noyaux
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des cellules reproductrices de Fritillaria, Tulipa, Lilium.
Belajeff (g92) constata des faits semblables chez Larix
europaa.

Mottier (g7) dans Lilium Martagon, Lilium candidum,
umbellatum, Helleborus feetidus, Podophyllum peltatum.

M. et P. Bouin (o1) entreprirent I’'étude de filaments
particuliers se trouvant chez les liliacées. Ils expliquent
leur formation par un épaississement du réseau plasmati-
que, qui entoure immédiatement la périphérie du noyau.
Dans une seconde phase, ces fibrilles s’isoleraient pour se
répandre dans le cytoplasma; & ce moment-la elles aug-
menteraient de diamétre.

Dans la troisieme période, elles se disposent radiale-
ment au noyau, et par une transformation nouvelle, for-
ment des batonnets. Ces derniers se dirigent ensuite vers
les poles du noyau ; puis, petit a petit, se résorbent en un
certain nombre de corpuscules paranucléaires. Ces diffé-
rents phénomenes se produisent avant la prophase. M. et
P. Bouin n’identifient pas certe formation a celles préCé-
demment citées.

Strassburger (0o) décrit, lui aussi, I'apparition de fibril-
les avant la prophase. Tout autour du noyau se trouve
une mince couche de protoplasma hyalin; au bout de peu
de temps, il se strie trés finement; les filaments ainsi for-
més atteignent la membrane nucléaire qui disparait; tout
ce complexe entre dans le noyau et va se fixer sur les
chromosormes et aux poles du noyau.

J’ai pu constater I'existence d’une formation semblable :
soit l'apparition de fibrilles feutrant la périphérie du
noyadu.

Toutes les plantes que j’ai examinées les possédaient
plus ou moins visibles. Au moyen d’une bonne technique,
on arrive a les décéler sirement. Les cellules du sac em-
bryonnaire en possédent aussi. Galanthus et Leucojum
donnent de bonnes préparations. Ces filaments sont exces-
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sivement ténus et il n’est pas
toujours facile d’en obtenir des
préparations nettes.

Ces striations naissent dans le
cytoplasma sous la forme de fi-
brilles éparses dans toute la
masse avoisinant le noyau; ceci
se passe pendant la période du

repos complet, quand les nucléo-

e i nucléoles; “Jeg sont encore sphériques. Plus
5 ) p a.sma exira-nucleaire

Grandenr 151 Calantham, L7 €/1eS se groupent en un fou-

trage lache qui circonscrit autour

du noyau une zone plus claire que le reste du cytoplasma.

Quand la prophase commence, ces filaments se sont
orientés en prenant deux centres d’attraction aux deux
pdles du novau; ils deviennent de moins en moins visibles
a mesure qu’ils se rapprochent de la membrane.

Comment expliquer ce fait? Nous devons étre en pré-
sence d’un phénoméne chimique; il doit y avoir des mo-
difications dans les matiéres cellulaires, puisque les réactifs
colorants ne donnent plus de réactions caractérisées. Ne
se fixant pas sur ces striations, c¢’est que ces derniéres ne
sont plus les mémes.

Est-ce a dire qu’elles n’existent plus? Je ne le pense
pas. Elles réapparaissent un peu plus tard, dans des posi-
tions différentes, et il n’y aurait aucune raison pour une
disparition momentanée. Je croirais plutét & un défaut
d’observation inhérent 4 nos moyens actuels d’investiga-
tion. Les lumiéres monochromatiques et polarisées ne
m’ont donné aucun résultat appréciable.

La division vraiment active va commencer; la mem-
brane se résorbelentement, le boudin nucléinen se scinde en
un certain nombre de parties qui formeront les anses
chromatiques. Mais, auparavant, les nucléoles subissent
des changements de forme et de position.
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Karsten en 1893, publia le résultat de son étude sur le
Psilotum triquetrum ; les faits suivants y sont relatés :
lorsque la membrane d’enveloppe existe encore, les nucléo-
les situés a l'intérieur du noyau s’en rapprocheraient.

Quand l'enveloppe a disparu, pendant lorientation des
anses chromatiques, on voit les nucléoles pénétrer dans
le cytoplasma ambiant. L’auteur fait remarquer que leur
contour est trés net; ils se présentent sous un aspect ho-
mogeéne et trés réfringant : leur coloration en rouge se
fait tres facilement par I’éosine hématoxylée.

J’ai remarqué que depuis le moment ou les corps nuclé-
aires se sont allongés en un ellipsoide et transportés aux
poles du noyau, la membrane s’est gélifiée. On voit alors
les deux nucléoles polaires, toujours entourés de leur zone
claire, entrer en contact avec la membrane et précisément
a Pendroit o la cuvette s’est formée. Au point de contact,
Penveloppe disparait en se dissolvant dans le cytoplasma.

Il ne tarde pas a se faire une
ouverture que plusieurs auteurs
ont considérée comme pratiquée
pour la sortie d’une certaine quan-
tité de suc nucléaire.

On peut assister alors a un
phénoméne curieux. Le nucléole,
pourvu d’'un ou deux centrioles,
s'engage lentement dans létroit = ‘ﬁ;);;h"’(}i‘ﬁéﬁie ;Ogtz“t(f;'
chenal qui vient de se former. On  lanthus.
le voit avancer petit a petit, jus-
qu’au moment ou, arrivé dans le
cytoplasma, il s’arréte dans une
position bien déterminée & une
faible distance de I'ouverture.

Le méme fait se reproduit a
Fic.. 13. — Nucléole sorti du Pautre pole ; dans certaines pré-

noyau. Grandeur 4.7 . Allinm. parations bien situées, on peut
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voir dans D'épaisseur du noyau deux cavités, anciennes
chambres ou étaient contenus les nucléoles.

Dans un travail de Maréchal, paru dans le Anat. Anc.,
Ne 16, 1904, on voit dans plusieurs figures des forma-
tions tout a fait semblables a celles que j'ai observées chez
Galanthus, alors que les coupes étaient trés épaisses. Ce
sont des sortes d’outres qui se prolongent vers la périphérie
du noyau. Si Maréchal avait fait des coupes plus fines, de
maniére a partager ces protubérances, il aurait pu cons-
tater 'existence, a leur intérieur d’un nucléole : dans une
des figures, il dessine deux de ces formations aux extré-
mités d’un diamétre.

Le boudin nucléinien se scinde pour former les anses
chromatiques. Dans quelques piéces, on peut constater
Pexistence d’anses parfaitement libres.

Pour la préparation de ces derniers stades, il faut opé-
rer avec une trés grande minutie, afin de ne pas déplacer
les éléments cellulaires. Une coloration qui donne de trés
bons résultats dans le cas qui nous occupe est la suivante :
les piéces sont passées dans une solution concentrée de
safranine aqueuse ou légérement anilinée, puis lavages
répétés et seconde coloration par I’hématoxyline de De-
lafield. Les lavages doivent étre faits trés minutieusement;
en dernier lieu, on peut se servir d’eaux contenant 1 :
100 ou 1 : 200 d’alun d’ammoniaqne ou de potasse et y
ajouter quelques gouttes d’acide acétique. Les coupes pré-
sentent un boudin nucléinien bleu violet, tandis que les
nucléoles ou les corps nucléolaires sont d’un rouge légére-
rement carminé.

Les filaments que nous avons vus disparaitre au mo-
ment de la gélification de la membrane du noyau, réap-
paraissent dans des positions légérement modifiées. Ces
striations prennent alors comme centres attractifs les
points o se sont produites les ouvertures dans I'enve-
loppe nucléaire. Le fuseau se forme alors par un arrange-
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ment de ces fibrilles qui, comme on le voit, n’ont rien de
commun avec l'aster proprement dit.

Nous avons vu que le noyau a I'état de repos pouvait
contenir plusieurs nucléoles, dont deux sont déja sortis de
la masse nucléaire. Les autres, que plusieurs auteurs ont
vus pendant la mitose, se dissolvent dans la masse extra-
nucléaire, phénoméne qui se produit trés lentement.

On les voit quelquefois sous la forme de granulations
rouges, se méler aux anses chromatiques, tandis que
d’autres fois ils divaguent dans le cytoplasma sans but
apparent.

Ilestcependant
a remarquer
qu’on les rencon-
tre de préférence
prés des anses
chromatiques ou
a leur contact.
Ce quil v a de
certain, c’est
qu’au moment de

Fic. 15. — Fusean pourvu
de 2 nucléoles non encore

14 r 4
résorbeés et en conlact

. Fic. 14, — Nuciéole non ré- )
la formation de i GmndemxS,BP aweor ley AmsES C}:‘;F’g‘a'
; " : : . tiques. Grandeur —2= g
" 0 1 s
la plaque Cqua Galanthus. 8

. . Narcissus.
toriale, 1l ne m’est

jamais arrivé d’en rencontrer dans la cellule, si ce n’est
sous la forme indécise d’une masse rosée et:sans contours
délimités. Ces corpuscules semblent donc bien étre la
comme matiéres de réserve, formées pendant la période
de croissance du noyau; elles serviraient de nourriture
pendant la mitose, au moment de la plus grande dépense
d’énergie.

L’hypothése soutenue par Julin (93), que les nucléoles sont
des régulateurs de la vie cellulaire, semble donc en partie
exacle.

Quant a prétendre que le nucléole est un petit noyau
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dans un noyau plus grand, ‘ceci est quelque peu risqué.

Tout d’abord au point de vue de leur composition chi-
mique, les colorants démontrent suffisamment que ces deux
organites sont différents. Les mémes colorants ne donnant
pas de réactions semblables, il y a nécessairement une dif-
férence dans leurs substances formatrices. De plus leurs
modes fonctionnels et leurs buts respectifs sont compléte-
ment dissemblables.

Il n’y aurait donc de ressemblance qu’au point de vue
morphologique et ceci n’est pas méme certain.

Deux nucléoles que jappellerai corps nucléolaires polai-
res, sortent du noyau et se tiennent a une faible distance
de ce dernier ; les anses chromatiques ne sont pas définiti-
vement orientées. Les corps nucléolaires polaires -ont en-
core leurs contours trés précis ; mais dés ce moment, leur
netteté de lignes disparait pour faire place & une zone va-
guement teintée, sans limites précises. Les centrioles
s’accusent de plus en plus, entourés de leur auréole hyaline.

En examinant une série de préparations, on n’arrive
pas a établir le moment précis ou les nucléoles deviennent
indistincts. On observe une suite de changements imper-
ceptibles, qui finissent par donner une figure; au centre
de cette derniére, on distingne une oudeux granulations
nettement indiquées et entourées d’une auréole peu co-
lorée.

Ces deux sphéres sont entourées d’une masse qui semble
limitée par une membrane; I'ensemble se colore intensé-
ment par I’hématoxyline de Delafield et celle d’Heidenhain.
Entre la zone hyaline et la masse colorée, la délimitation
a lieu par une fausse membrane dont je n’ai pu déceler
existence certaine; a laide de forts grossissements, j’al
constaté d’une fagon plus ou moins nette la constitution
de cette pseudomembrane. Un nombre considérable de
petites granulations se pressent les unes les autres, et
donnent ainsi Paspect d’'une membrane par leur position
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et leur grand nombre ; des granulations semblables, plus
ténues il est vrai, existent dans la zone hyaline et entou-
rentdirectetement le centrosome ; leur nombre est restreint.

Suivant le mode de préparation, on passe insensiblement
d’une zone a l'autre. Il m’a semblé que la délimitation
entre ces deux régions est d’autant mieux marquée que la
sphére directrice est plus prés de fonctionner.

A ce moment-la, tout ce complexe subit un léger gros-
sissement, qui se produit comme si un liquide imbibait la
zone externe, Lorsqu’il atteint une grandeur maximale, il
subit une condensation ; la masse se concentre autour des
granulations, qui tendent a s’isoler. |

J’ai constaté I'existence de deux grands groupes de nu-
cléoles :

1° Les nucléoles homogénes ou vacuolaires, qui dispa-
raissent pendant la division mitosique, en servant de ma-
tiéres de réserve.

2° Les nucléoles hétérogénes pourvus de granulations ou
centrioles ; leur but est de donner naissance au centrosome
et a4 la sphére attractive. |

Dans les nucléoles pourvus d’une seule granulation,’as-
ter se forme immédiatement ; chez les autres, il se pro-
duit tout d’abord un étranglement; la masse prend un
aspect haltériforme, dontles extrémités sont occupées par
les granulations. Les deux parties s’éloignent de plus en
plus et la séparation s’opére.

A ce moment, les anses chromatiques sont orientées pour
I’ascension polaire ; il est alors aisé d’examiner leur struc-
ture. Elles apparaissent comme une série de disques su-
perposés fortement colorés ou d’amas enfermés dans un
tuyau 4 peu prés incolore. Il est impossible d’affirmer si ce
sont des tores, des disques ou des corps ayant une forme
quelconque. Dans tous les cas, on apercoit aisément des
masses colorées, sépardes les unes des autres par des
espaces trés clairs.
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Pour examiner la formation de laster, il faut procéder
d’une fagon toute spéciale. .

. Les coupes doivent étre fortement fixées

@ sur couvre ou porte-objet; aprés quoi on

les laisse pendant 36 ou 48 heures dans

Fie. 16. — Masse une solution trés étendue d’hématoxyline.

nucléolaire. Gran- . ’

deur 3 x. Galan- La coloration se faisant avec une lenteur
thus. excessive, les moindres détails apparais-
sent avec une grande netteté. Les faibles grossissements
laissent voir tout autour de lancienne masse nucléolaire
une zone peu colorée, ayant un pourtour interne nettement
défini ; la limite cytoplasmatique, au contraire, est peu
précise et ressemble a un brusque dégradé.

En examinant avec des objectifs puis-
sants, on voit bientdt que toute cette zone
n’est pas homogene; elle est formée par
des filaments excessivement ténus, dont Fie. 17 — Eeutrage
5 5 i de filaments se ré-
P'une des extrémités se trouve dans la  sglvant. Grandeur
m asse méme, tandis que Pautre semble  *°# Galanthus.
se perdre dans la zone externe.

A mesure que les contours nucléolaires’
disparaissent pour ne laisser en derniére
analyse que deux centrioles : les sphéres
Fic. 18. — Forma- attractives avec leurs centrosomes, les
Ii?Qn‘Zf:,‘jragf‘;’ (:c filaments précipités se démélent, s’indivi-
ML LT, dualisent, pour s’orienter ensuite. Ils
n’existent pas en nombre considérable, il m’a été impos-
sible de les compter exactement; leur nombre ne doit pas
étre supérieur a 25 ou 3o.

Ces filaments deviennent alors perpen-
diculaires a la surface de la sphére et
forment’aster. On voit donc que le fuseau ‘

. P Fi6. 19. — Sphéres
est complétement différent des rayons as-  directrices = com-
tériens quant a son origine. efmout (orim en

Grandeur 6 g. Ga-
Plusieurs auteurs ont constaté D’ab-  lanthus.

-
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sence de fibres du coté du noyau, dans les périodes qui
succédent a la scission et a ’orientation des anses chroma-
tiques. Cette observation est exacte : la membrane, trés
souvent gonflée, masque entiérement les fibrilles de 'aster,
du c6té du noyau, a la fin de la premiére période.

Par contre, si dans des coupes épaisses, on réussit a
voir I'aster dans une position oblique par rapport aunoyau,
on remarque que ces fibrilles ne sont pas discontinues,
mais simplement masquées dans cette partie-la.

Pour toutes ces recherches, il faut se servir de coupes
fraichement préparées, car, dans l’examen de l'aster en .
formation, les préparations se détériorent trés rapidement.

Au bout de quelques jours, gréce a I’action, soit des
agents colorants, soit du Baume de Canada, on n’apercoit
plus qu'une masse floue, sans éléments individualisés.
Les recherches ne doivent pas se faire a 'aide de réactifs
picriques. Il faut empécher toute gélification englobant
les détails de structure. Les fixateurs XVI et XVII donnent
de bons résultats.

Nous avons ainsi deux fuseaux complétement différents
quant a leur origine ; mais il est impossible de les indivi-
dualiser au moment de ’ascension.

La sphére directrice est complétement formée. Le nu-
cléole a donné naissance au centrosome et a la spheére
attractive d’une part, tandis que l'aster a une origine pu-
rement cytoplasmatique, indépendante du fuseau propre-
ment dit. |

L’ascension polaire se produit alors. Les anses chroma-
tiques se dirigent vers les deux pdles du noyau.

Bon nombre d’auteurs ont relaté un épaississement
des fibres du fuseau, & mesure que le phénoméne pro-
gresse.

L’observation est exacte; elle ne me parait pas coincider
avec I'’emploi du réactif; ceux qui contiennent de I'alcool
déterminent des formations plus nettes.

XLI 16
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Le nitrate d’argent, les chlorures d’or et de platine sont
spécialement a recommander dans le cas particulier.

Quand l’ascension est terminée, on remarque prés des
spheres directrices des filaments, probablement ceux de
Paster, beaucoup plus épais & I'un des bouts qu’a I'autre.
Il ne m’a pas été possible de déterminer exactement leur
origine, vu la délicatesse de ces parties : le fonctionnement
de la sphére directrice edt été plus facile a étudier. Si,
comme je le crois, ce sont les filaments de I'aster quigros-
sissent, 1l semble tout indiqué que c’est grice a eux que
se fait 'ascension.

En effet, ils ont pris naissance dans le cytoplasma; un
allongement s’est produit, puis jonction trés probable des
deux sphéres. Leur fixation s’est ensuite opérée sur les
parties chromatiques. Leur course a commencé, prenant
comme fils directeurs les filaments du fuseau proprement
dit, les anses étant fixées sur les fibres de 'aster. Ces der-
niéres se contractent et le processus de I'ascension polaire
pourrait ainsi s’expliquer.

Les anses sont arrivées aux pdles du fuseau; a ce mo-
ment, les filaments achromatiques perdent leur peu d’in-
dividualité, le tout devient de moins en moins distinct et
finit par diparaitre.

: A ce stade, la sphére directrice présente
la figure si caractéristique que beaucoup
RN d’auteurs ont signalée. Le centrosome et
Fic. 20. — Sphere la sphére attractive n’ont pas changé;

directrice dont les s \ " \
filements de l'aster 1 @ster posséde des filaments trés courts,

sont contractés. ¢paissis dans la partie interne du com-
Grandeur 7 u. Ga- , .
lanthus. plexe. Les nucléoles ne sont pas trés ca-

ractérisés; on apercoit une masse légérement colorée en
rose par la safranine en solution dans I'eau d’aniline; une
coloration plus intense est donnée par I'éosine hématoxy-
lée ou ’hématoxyline de Heidenhain.

Quand l’ascension polaire est terminée, les anses chro-



ORIGINES DES SPHERES DIRECTRICES 247

matiques sont aux poéles du fuseau. Elles reforment les
noyaux des cellules-filles en s’agglomérant d’abord, pour
se souder ensuite. La future membrane cellulaire se des-
sine vaguement. A ce moment, le nouveau nucléole se
place au centre de 'amas chromatique ; sa constitution
n’est pas trés caractérisée ; son contour se précise par con-
densation ou disparition de l’aster. Les rayons semblent
rentrer dans le cytoplasma, qui est du reste leurlieu d’ori-
gine. Je ne crois pas 4 une condensation, car si c’était le
cas, on remarquerait un changement dans 'aspect et la
direction des rayons astériens. L’amas de substance colo-
rable empéche la plupart du temps un examen précis du
fait.

La membrane nucléaire reformée, le nucléole est parfai-
tement délimité ; il occupe en général une position quel-
conque dans le nouveau noyau. Ces différents phénoménes
s’observent semblables aux deux péles du fuseau.

Les spheres directrices se sont donc transforméesen deux
nucléoles, qui se reconnaitront facilement dans les deux
nouvelles cellules.

Les deux cellules-filles ont ainsi acquis leur unité mor-

phologique.

CHAPITRE IV

Dans le cours de ces recherches, j’ai constaté différents
faits, qu’il est bon de signaler, d’autant plus qu’ils se re-
produisent absolument semblables chez Allium, Galanthus,
Leucojum, Narcissus.

Outre la série des figures caryocmétiques normales, on
peut en observer d’autres plus ou moins régulieres.

Le pelotonnement nucléinien est toujours a peu prés le
méme. Il ne peut changer, dans des noyaux voisins au
méme stade de mitose, que dans la grandeur intersticielle
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des boucles du filament. Ceci n’offre du reste qu’un inté-
- rét d’ordre secondaire.

Par contre, j’attache beaucoup plus
d’importance a 'asymétrie du fuseau.
On se rappelle que Guignard a dé-
montré que les sphéres directrices
n’entraient en activité qu’aprés la
formation des segments chromati-
ques et que les asters n’apparais-
saient qu’au moment de la résorption
de la membrane : les sphéres direc-
trices sont alors mises en contact.
Outre ces différents faits, on peut
remarquer des divergences dans les
2 uNareissus. d?recti(-)ns que prennent les sphéres
’ directrices. Dans le cas normal, la
ligne que jappellerai « ligne des sphéres directrices » est
perpendiculaire au plan équatorial du fuseau, et plus tard
a la plaque équatoriale.

Il arrive assez souvent que cette
ligne décrive une courbe plus ou
moins accentuée ; parfois méme un
arc de cercle qui se rapproche d’une
demi-circonférence, occupant laxe
du fuseau achromatique bombé. Une
question se pose: sont-ce les sphéres
directrices qui provoquent ce chan-
gement, ou cette nouvelle position
est-elle due a la future position de la
membrane cellulaire. Il est trés pro-
bable que ce dernier facteur influe
seul. Les sphéres directrices se pla- .

. Fic. 22. — Concentration ir-
cent du cété de la plus grande cour- réguliére des anses chroma-
bure du fuseau, afin d’en conserverla  (iques. Grandeur _‘85_’_2 i
symétrie méme pour la partie dilatée.  Narcissus. !

FiG. 21.— Fuseau irrégulier.
‘ 13,6

Grandeur

L4

e
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Comme dans nombre de cas 'incurvation se produisait
vers le centre de I'ovule, la pression doit jouer un certain_

Fi16. 23. — Fuseau anormal. Gran- Fi6. 24.— Fuseau anormal.
6 g
deur - 14 . Allium, Grandeur -17—’8;4. Allium.
12 10,8

role. En effet, on peut voir dans les cellules centrales du
sac embryonnaire des fuseaux d’orientation quelconque ;
plus on s’éloigne, plus aussi se manifestent des déforma-
tions et des divergences de direction générale. Il semble
que la ligne des sphéres directrices tend a se rapprocher
le plus possible d’une ligne perpendiculaire a la ligne de
plus grande pression, dans les cellules d'un méme cycle
et lorsque la grandeur de la cellule le permet.

Nous sommes en présence d’'une simple résultante des
pressions en jeu dans la formation de la future mem-
brane.

D’autres fois, la résorption des anses chromatiques,
lorsqu’elles se groupent pour reformer leurs noyaux res-
pectifs au moment de I'apparition de la future membrane,
provoque des figures asymétriques, mais semblables. Si
I'une des figures posséde, par exemple, un renflement dans
sa partie externe gauche, la figure opposée en aura un a son
extrémité droite. Dans ce cas, les filaments achromatiques
n’offrent aucune différence appréciable.
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Un autre cas de
dissemblance se
trouve dans la gran-
deur des fuseaux
pour des noyaux
d’'une méme assise
cellulaire. Si l'on
exprime par 7 la
largeur du fuseau ou
de la future plaque

équatoriale, on cons-

s sanirrigte " lon imiguiene des tate quelquefois o
11,2. anses Chrol‘gfg"q“es' rapport : 1 : 1.D,
Narcissus. B ’ (‘}randeur 8,9 o A I1:1.9, I:2.2;0U
fium. encorer1:o.q,1:0.7.

Ceci ne peut étre du a la différence dans la quantité de
matiére achromatique et chromatique des noyaux, vu
quavant la mitose
ils ont tous le méme
aspect, la méme
grosseur.

Est-ce I'action du
fixateur ? Cela me
semble peu proba-
ble, car j’ai pu ob-
server ces faits avec
les solutions les plus ; i
dl‘fésf:(;hnique co. FI%'I?%Q.F?I?:&;;E? FiG. 28.— Fuseau trés aplati.

7
lorative a-t-ellepeut- 8.9
étre quelque influence? Non: les mémes figures se repro-
duisent dans des piéces dont les colorations sont différentes
et dont l'enrobage s’est effectué¢ dans des paraffines a
points de fusion fort éloignés.

Chez Lilium et Galanthus on remarque quelquefois des:
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fuseaux multipolaires. Farmer (g6) et Belajeff (g2) ont déja
signalé le fait chez Lilium et Larix; Mottier les retrouve
dans Lilium et Podophyllum. Guignard les a vus chez Limo-
dorum ; cet auteur croit qu’ils précédent la formation du
fuseau bipolaire ; il a pu les observer encore chez Nym-
phaea, Nuphar, Magnolia. Williams, Duggar, Lawson les
ont également observés dans les cellules-méres du pollen
et du sac embryonnaire de quelques végétaux. Schaffner
dans Silicaria ne les voit apparaitre que dans les cas pa-
thologiques.

J’ai fait de nombreuses recherches pour trouver lacause
de ces phénomeénes anormaux.

Elle doit exister dans les phénoménes physiques et chi-
miques que la plante doit subir pendant son évolution.

L’influence de Pexcitation lumineuse est un phénoméne
complexe ; il semble que les différentes vibrations favori-
sent plus ou moins la production et I'abondance de matie-
res chromatiques et modifient par la le phénoméne de la
mitose. Les lumiéres monochromatiques font aussi subir
des actions plus ou moins appréciables.

D’autres facteurs peuvent encore influencer la caryoci-
nése ; ainsi la position de la fleur sur la tige ; Pexposition
de la plante toute entiére; la chaleur moyenne au moment
de la mitose, la teneur du sol en sels inorganiques et ma-
tiéres organiques, etc.

Quelques recherches ont été faites par Sabline ; son tra-
vail a paru dans la Revue générale de botanique du 15 dé-
cembre 1go3. Cet auteur a fait subir une température de
ho° & des racines de Vicia Faba et cela pendant deux
heures. La division mitosique s’est arrétée ; chaque noyau
renfermait deux nucléoles autour desquels se trouvait un
champ lumineux ; on constatait la présence de vacuoles
dans les nucléoles les plus gros.

L’action de l'oxygéne sur les mémes objets augmentait
le nombre des mitoses. L’éther sulfurique, le sulfate de
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quinine, chlorure de lithiumavaient des influences variables.

J’ai pu observer que la grandeur de la cellule doit avoir
une influence prépondérante dans les différcnces de di-
mension du fuseau; ce facteur n’est pas unique j car dans
deux cellules voisines et de méme rang les modifications
sont souvent dissemblables.

Résumé.

1°. Les différentes parties de la spheére directrice n’ont
pas la méme origine.

2° Le centrosome et la sphere attractive ont une origine
nucléolaire.

3° Les rayons astériens naissent aux dépens du cyto-
plasma.

4° La sphére directrice ne se trouve jamais dans le cy-
toplasma, soit a I’extérieur du noyau, pendant la période
de repos de ce dernier.

5° La sphére directrice n’entre en action qu’au moment
de la mitose.

6° Quand la division est terminée et que les anses chro-
matiques sont groupées, les sphéres directrices rentrent
dans les cellules-filles sous la forme de nucléoles.

7° Les phénoménes physiques externes subis par la
plante, au moment des phénoménes de la mitose, doi-
vent influer sur la formation des figures cariocinétiques.

Avant de terminer cette étude, je tiens a exprimer toute
ma reconnaissance & MM. Dr Blanc et D' Wilczek pour
les nombreux renseignements et conseils qu’ils m’ont tou-
jours si aimablement donnés. Ce travail a été fait en par-
tie dans les laboratoires de [I'Institut de Botanique de
Lausanne.

En date du 2 mars 19o4, la Société vaudoise des Scien-
ces naturelles a pris connaissance de ces résultats.
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