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Agrégation protoplasmique et contraction vacuolaire
chez Pinguicula vulgaris L.’

PAR

André MIRIMANOFF

Docteur es Sciences

Introduction et mode opératoire

Depuis l'ouvrage classique de DARWIN sur les plantes
carnivores, nombreuses ont été les publications ayant trait
a ’anatomie, la morphologie, la physiologie et I’enzymologie
de ces végétaux si intéressants. |

Le cas de Pinguicula cependant méritait d’étre approfondi
puisque récemment encore son aptitude carnivore a pu étre
mise en doute.

Dans le présent travail, laissant de coté la partie anato-
mique qui a été traitée avec beaucoup de soin par FENNER,
nous nous sommes attaché surtout a I'aspect cytologique du
probleme de la digestion, en particulier aux transformations
du eytoplasme et du vacuome.

De telles observations ont pu ¢étre faites avee succes déja
par DArRwIN et de nombreux auteurs sur Drosera, ol la pré-

1 Les ol;servations décrites dans ce travail ont élé faites au Laboratoire du
Jardin alpin de la Linnaea (Institut de Botanique générale de I’ Untversité
de Genéve). Le sujet de cetle etude m’a été proposé par M. le Prof. Fernand

Chodat, auquel je tiens & exprimer toute ma gratitude pour Uintérét bien-
veillant qu’il a bien voulu me témoigner. — A. M.
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sence de pigments anthoeyaniques dans les cellules glandu-
laires rend visible le phénomene de I'agrégation protoplas-
mique.

Chez Pinguicula, les glandes pédicellées et les glandes
sessiles sont dépourvues de pigments anthocyaniques, et
I’état d’agrégation trahissant 'activité glandulaire a passé
4 peu pres inapercu de tous les auteurs.

QuiNnTaNILHA, dans ses recherches sur Drosophyllum
lusitanicum, a fait une constatation analogue.

Sceul 'examen de tres nombreuses feuilles, en pleine nature,
rend possible 'observation de ce phénomene.

D’autre part, la technique des colorations vitales facilite
beaucoup I'é¢tude des glandes, qui sont douédes vis-a-vis de
ces réactifs (du rouge neutre en particulier) d’une sensibi-
lité et d’une électivité surprenantes.

Beaucoup de nos observations ont porté directement sur
des plantes cueillies en pleine nature et immédiatement
examinées au laboratoire.

D’autres expériences ont porté sur des plantes placées a
proximité du laboratoire, en plein air, dans des conditions
tres voisines de leur état primitif et aisément transportables.

Chaque observation a été faite en premier lieu sur la
plante ou la feuille enticre, a un faible grossissement, pour
éviter toute altération traumatique. Ensuite, des coupes lon-
gitudinales et transversales sont effectuées pour l'examen a
un fort grossissement et a I'immersion. Dans aucun cas du
reste, il n’a ¢été observé une altération des cellules par la
coupe (Wundreizung), sauf naturellement sur les cellules
marginales. Ces coupes sont examinées dans ’eau de fon-
taine, entre lame et lamelle.

I. — Description et analyse de |'agrégation

1. Agrégation naturelle. — Il faut choisir une zone ou
un insecte est en voie de digestion, en particulier sur le
bord, plus ou moins enroulé de la feuille. Dans un cas favo-
rable, on observe, a la loupe, que la zone voisine de I'insecte
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(dont il ne reste souvent que la chitine) est plus ou moins foneée,

Sous le microscope, apres avoir soulevé les restes de I'in-
secte avec une pincette, on observe au faible grossissement
que seules les glandes (pédicellées ou sessiles) ont subi cette
modification de couleur.

Avec un fort grossissement et, de préférence, avec I'immer-
sion, il est aisé d’observer, en coupe transversale, que seu-
les les cellules (dont le nombre oscille généralement entre 8
et 16) superficielles des glandes tant pédicellées que sessiles
ont subi une transformation. Les cellules basales des glandes
restent pratiquement inaltérées.

L’aspect des cellules varie sensiblement; parfois, il est
granuleux, parfois réticulé. Souvent, les cellules présentent
I’image de grosses gouttelettes, le plus souvent situées excen-
triquement.

La méme glande peut contenir simultanément des cellules
qui possedent tous les états intermédiaires entre la fine gra-
nulation, I'aspect filamenteux et les grosses gouttelettes.

Agrégation naturelle d’une glande sessile (plan). Les cellules Nos 1, 2
et 3 représentent 1’état d’agrégation proprement dit, en faisceaux de
vacuoles filamenteuses, brunitres. Les cellules 4, 5 et 8, contenant
des amas de globules vacuolaires, représentent un stade ultérieur qui
conduit aux gros amas des cellules 6 et 7, a consistance de gelée. Noter
dans ces deux cellules que seule la vacuole est colorée. On peut admet-
tre qu’il s’agit 1&4 d’un processus de déshydratation dela vacuole au
profit du eytoplasma (MaxceNoT). L’imbibition finale de ces

vacuoles doit marquer, avec la décoloration, le retour & I’état initial.

Autant qu’il nous est possible de l'affirmer, la structure
filamenteuse représente 1’état d’agrégation proprement dit.
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Le retour a I'état initial s’opere par une fusion du reticulum
en ¢léments plus grossiers qui aboutissent a la formation d’un
gros globule qui peu a peu se disperse dans la cellule. La déco-
loration marque la phase ultime du phénomene.

Fic. 2

Agrégation naturelle d’une glande sessile (profil). Stade final.

Les cellules 1 et 4 doivent représenter le retour a D’état

initial, aprés imbibition des gros amas (cellules 2 et 38).
g = globule graisseux de la cellule de base.

Les glandes en état d’agrégation trahissent done l’aspect
momentané d’une réaction réversible: des observations
suffisamment nombreuses (sur des feuilles différentes) nous
ont permis d’en suivre approximativement les différentes
phases. Cependant, la durée totale d'une transformation ne
nous est pas connue ; elle varie du reste avec la masse de
Iinsecte, sa position sur la feuille et I’dge de cette derniere.
Les conditions atmosphériques et Dactivité bactérienne
jouent aussi leur role dans cette évolution.

D’autre part, I'addition de rouge neutre permet de cons-
tater que ces glandes ne sont nullement en état de nécrobiose.

Il ne faut pas s’imaginer cependant qu’il suffit de soulever
un insecte d’une feuille de Pinguicula vulg. pour observer
ce phénomene. Le plus souvent, on arrive trop tot ou trop
tard, ce qui explique selon nous, pourquoi ce phénomeéne n’a
jamais été déerit auparavant.

Parallelement & ces observations, nous avons repris les
expériences classiques d’alimentation artificielle, en dépo-
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sant sur les feuilles de Pinguicula diverses substances albu-
minoides, blanc d’ceuf, fromage, extrait de viande. Nous
avons constaté — le fait est connu — que la digestion de
ces diverses substances est tres lente. Dans aucune de nos
observations, il n’a ¢té constaté d’agrégation protoplasmique.

QUINTANILHA, au cours de ses recherches sur Drosophyllum
lusitanicum a fait la méme constatation. Seule la digestion
d’insectes fait apparaitre ce phénomene.

Nous nous sommes alors attaché a étudier la structure de
Iagrégation en faisant agir sur des cellules irritées diffé-
rents agents physiques et chimiques. '

a) Plasmolyse.

Une solution de K NOj (0,5 M par exemple) plasmolyse de
telles cellules, phénomene vérifié par le décollement du eyto-
plasme aux angles de la membrane.

b) La soude caustique (Na OH %) détruit les coneré-
tions, la teinte générale palit et la plasmolyse s’établit.

¢) L’acide acétique dilué détruit les granulations ou con-
crétions des cellules, comme la soude caustique, et les décolore.
Puis la plasmolyse s’établit.

d) Le formol 10 9, fixe admirablement les cellules en
état d’agrégation, sans abimer ni décolorer quoi que ce soit.

e) L’acétone agit comme un déshydratant drastique. Les
gouttelettes se résolvent en de fines granulations.

/) Le bleu de Nil colore comme le rouge neutre les figures
d’agrégation. De plus il colore quelques inclusions graisscuses
des cellules basales.

g) Traitées par une solution de bleu de méthylene, ou
mieux, de rouge neutre (1/5000 dans I'’eau de fontaine) les
cellules des glandes en état d’agrégation accumulent la maticre
colorante principalement dans les gouttelettes et les figures
réticulées, le reste de la cellule ne se teintant que tres faible-
ment. Autrement dit, le colorant vital occupe tout I'espace
correspondant a la fragmentation du vacuome. Ce fait semble
prouver la nature vacuolaire de D'agrégation ct doit étre
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rapproché des observations classiques sur Drosera, ou
I’anthocyane supplée naturellement au rouge neutre.

k) Au moyen du micromanipulateur, on peut constater
I’état de gelée des grosses granulations.

2. Essai d’agrégation induite. — Au moyen de divers
agents physiques et chimiques, nous avons alors tenté de
provoquer artificiellement I'état d’agrégation sur des glandes
a P’état de repos. ‘

L’eau distillée n’agit pratiquement pas.

L’éther agit comme un plasmolysant drastique.

L’acide acétique (vapeur) coagule le protoplasme et le
noireit peu a peu.

Le bichromate de potasse agit surtout comme plasmoly-
sant.

Le gaz ammoniac fait virer la feuille entiere du vert au
brun. Son action sur les glandes est curieuse, la cellule de
base sur laquelle reposent les 8 ou 16 cellules terminales se
colore fortement en brun, surtout sur sa périphérie; le
pigment des cellules du «chapeau» subit un virage tres net.
Traitées ensuite par 'acide acétique, les glandes jaunissent et
finalement se décolorent.

L’agrégation n’est pas une plasmolysec.

En traitant des glandes a I’état de repos par une série de
solutions de KNOj; de concentration croissante (de 0,1 M a
1 M) on obtient des figures de plasmolyse assez curicuses,
mais ne comportant ni granulations (vacuolisation) ni de
noircissement. D’autre part, les cellules en état d’agréga-
tion se laissent plasmolyser d’une maniere tres nette.

La chaleur seche et la chaleur humide ne provoquent pas
de figures d’agrégation. A noter que ’eau extrait une subs-
tance verte. On n’obtient qu’une coagulation du cytoplasma.

En résumé, l’agrégation induite a échoué; il convient
cependant de retenir 'action de 'ammoniaque en particulier
sur le pigment des glandes.
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I[. — Contraction vacuolaire obtenue par les colorants

vitaux sur des glandes non irritées

Faisons tomber sur la surface d’une feuille fraiche une
goutte d’une solution de rouge neutre, de bleu de méthylene
ou de tout autre colorant vital a4 la concentration de 1 /5000
dans I'eau de fontaine. Examinons la feuille telle quelle au
faible grossissement. Nous observons immédiatement que
seules les glandes (sessiles et pédicellées) se sont colorées et
uniquement les cellules du «chapeau». La coloration est
remarquablement élective et, avec le rouge neutre en parti-
culier, les cellules apparaissent régulicrement colorées, ce qui
indique une vacuole occupant la quasi totalité de la cellule,
et comprimant le protoplasme contre les parois cellulaires.

)

"7\

Fic. 3

Glande sessile normale. La vacuole occupe la plus grande
partie de chaque cellule, le cytoplasme étant écrasé contre
les parois ou réduit a quelques trabécules non représentés ici.

Aveec un plus fort grossissement, continuons d’observer
une glande, en coupe longitudinale (la coupe n’ayant pas
affecté la glande elle-méme).

Au bout de quelques minutes (temps qui varie avec 'age
de la feuille et la concentration du colorant), on voit appa-
raitre au sein de chaque cellule de tres petites particules,
fortement colorées et animées du mouvement brownien.

Peu a peu les granulations grandissent, en méme temps que
leur nombre diminue et que le mouvement cesse. Les granula-
tions ont l'aspect de grosses gouttelettes fortement colorées
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dont le nombre est parfois finalement réduit & 1 ou 2. Le
reste de la cellule est tres faiblement coloré, mais jamais com-
pletement incolore. C’est le phénomene de la contraction
vacuolaire (WEBER) dont nous reparlerons plus loin.

Fic. 4

Action du rouge neutre sur une glande sessile normale (plan).

a) Le rouge neutre colore la vacuole qui occupe pratiquement
presque toute la cellule. La coloration uniforme est repré-
sentée symboliquement par les hachures.

b) Peu apres, apparition de particules trés colorées animées du
mouvement brownien.

o

Les particules grandissent. La coalescence se produit peu &
peu, le mouvement cesse. Le stade final est représenté par
les figures de contraction vacuolaire. A noter que la zone
entourant le gros amas coloré demeure, elle aussi, faiblement
colorée (hachures).

L.e cytoplasme ne s’est pas modifié; il s’agit ici, trés vrai-
semblablement d’une synérése dont le caractere irréversible
a ¢té prouvé par nos expériences. Le retour de I'état ¢) a
I’état @) n’a jamais pu étre observé par nous.

Dans le cas qui nous intéresse, c’est la matiere colorante
qui modifie I'état colloidal particulicrement instable des
glandes de Pinguwicula, que nous avons suivi sous le
microscope.

Il convient de faire remarquer que, quel que soit le mode
opératoire, coupe préalable sur la feuille ou feuille immergée
dans la matiere colorante et ensuite soumise & une coupe,
le résultat est toujours le méme. Le traumatisme demeure
sans influence sur le phénomene.



A. MIRIMANOFI® ! PINGUICULA VULGARIS. L. 9

Ajoutons que les stomates de Pinguicula sont susceptibles
de subir cette altération que nous avons d’autre part observée
sur les poils glanduleux de Rumea alpinus.

Les cellules en contraction vacuolaire se laissent tres bien
plasmolyser.

Certains auteurs admettent que l'agrégation protoplasmi-

Fic. 5

Contraction vacuolaire d’une glande sessile, de profil (méme

cas que figure 4 ¢); gros amas a consistance de gelée, pro-

voqués par le rouge neutre, et précipités au milieu de la
vacuole, qui reste 1égérement colorée (hachures).

que est un cas particulier de la contraction vacuolaire. Nous
allons tenter de démontrer que cette conception n’est pas
satisfaisante pour le probleme qui nous intéresse.

Ill. — Interprétation des résultats

Les figures de contraction vacuolaire obtenues par la préci-
pitation de substances colloidales au moyen du rouge neutre
ressemblent &4 premiere vue a certaines figures d’agrégation.
Cette ressemblance purement morphologique a induit cer-
tains auteurs a confondre les deux phénomenes.

Dans le cas du colorant vital, tout se passe au sein de la
vacuole. Rappelons que STRUGGER distingue deux types prin-
cipaux de contraction vacuolaire non osmotique.

19 la contraction vacuolaire proprement dite.

La vacuole diminue de volume en méme temps que le cyto-
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plasme subit un gonflement. On obtient alors une figure ana-
logue a celle de la plasmolyse du tonoplasme.

20 La contraction vacuolaire caractérisée par la forma-
tion de deux phases sol et gel (dans le suc vacuolaire) a la
suite d’'une synérese.

Dans ce cas, contrairement au précédent, le cytoplasme
demeure inchangé. La formation d’eau se fait aux dépens du
gel, et 'eau de gonflement de la vacuole primitive se répartit
entre le gel et le protoplasme.

Au premier cas se rattachent les cellules des tissus lésés par
un traumatisme ou en voie de vieillissement.

Le sccond cas nous parait pouvoir étre illustré par ’action
d’un alcaloide (caféine) sur les vacuoles riches en tannin des
cellules & anthocyane.

Nous pensons pouvoir également rattacher a ce type de
contraction le cas qui nous intéresse, c’est-a-dire celui du
colorant vital.

En effet, il se produit une précipitation graduelle de subs-
tances colloidales qui, par leur coalescence, aboutissent a la for-
mation d’un gros globule. La consistance de ce dernier sem-
ble confirmer qu’il s’est produit une synérese. Dans aucun
cas il n’a ¢té possible de constater un gonflement simultané
du cytoplasme.

De plus, ce phénomene ne s’est jamais montré réversible,
fait & rapprocher de I'action de la caféine sur les cellules a
tannins.

Tout au contraire, dans le cas de ’agrégation naturelle, la
vacuole elle-méme subit une fragmentation, soit en goutte-
lettes, soit en un fin réseau filamenteux, enrobant en quelque
sorte le cytoplasme dans son enchevétrement.

« Il convient cependant de noter que le volume total des
gouttelettes est manifestement bien inférieur a celul de la
vacuole primitive ; il est évident que celle-ci a perdu de
I’eau au profit du cytoplasme dont le volume s’est considé-
rablement accru» (MANGENOT).

Ce qui peut ajouter a la confusion de ces deux phénomenes
bien distincts, c’est que vers la fin du processus d’agrégation,
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la grande vacuole se reforme par la fusion de I’agrégat des
gouttelettes. Cette phase, qui souligne le caractere réversible
de T’agrégation offre une ressemblance morphologique avec
la phase ultime de la contraction obtenue par le colorant.
Le micromanipulateur permet de constater, 1a aussi, I’état de
gelée du contenu vacuolaire. Ceei ne doit pas nous étonner,
puisque l'agrégation a été présentée par certains autecurs
comme un phénomene de deshydratation.

Le retour a I’état primitif doit se faire par une imbibition

progressive de la gelée. Quant a la décoloration — nous
I’'avons vu — elle doit marquer la phase ultime du phéno-
nmene.

Nos observations, confirmant les travaux de MaNceENOT
et de QuinTANILHA, font ressortir le role primordial joué par
I'insecte d’'une part, et I’échec obtenu d’autre part, avee les
essals de digestion artificielle en vue d’obtenir ce phénomene.

Il ne faut pas voir dans les granulations et les gouttelettes
des produits de digestion ou des excreta, comme bien des
auteurs ’ont pensé, entre autres Franca dans le cas de
Drosophyllum, mais, comme nous 'avons souligné, un proces-
sus de fragmentation vacuolaire.

Quant au noircissement, nous ne pouvons admettre avec
QuiNTANILHA qu’ll soit causé par le passage de la mélanine du
corps de I'insecte a I'intéricur de la glande vu les dimensions
de I’édifice moléculaire de ce pigment. Nous admettons plus
volontiers que le noircissement, ou plus exactement le bru-
nissement des granulations, est causé par un virage du pigment
existant dans la glande. Ce pigment qui existe déja
sur les tres jeunes feuilles, avant Tapparition de la
chlorophylle, est hydrosoluble. Nous avons réussi a le brunir
par addition d’ammoniaque et a le décolorer ensuite par de
I’'acide acétique. Rappelons que ce dernier réactif décolore
également les concrétions brunes de l’agrégation naturelle.

I1 est permis de supposer que la désamination, dernier pro-
cessus de l’autolyse, suffit & provoquer le noircissement,
sans parler de la présence toujours possible de corps oxydoré-
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ducteurs. (On sait d’autre part que 'ammoniaque augmente
la perméabilité par son action toxique.)

Dans notre cas, 1l y aurait passage dans la cellule relative-
ment acide (pH mesuré aux environs de 5, chez Pinguicula)
de produits alcalins de désamination. Ce passage suffirait
(excitation) & rompre I’équilibre osmotique, et a provoquer
I'agrégation, phénomene de deshydratation réversible, ce
qui est bien le propre de I'agrégation observée en particulier
sur Drosera.

Quant a I'élaboration des ferments, considérée comme cause
de 'exeitation chimique, nous pensons qu’elle est insuflisante
pour provoquer P'agrégation, hypothese confirmée par nos
essals de digestion artificielle. L’absence de certains produits
de désamination expliquerait I’échec de nos expériences.

Rappelons encore que QUINTANILIIA, cn faisant digérer par

Drosophyllum — dont Dactivité enzymatique est tres supé-
rieure a celle de Pinguicula — divers produits albuminoides

stériles, n’a jamais obtenu de figures d’agrégation.

Appendice

Pinguicula vulg. est-elle une plante carnivore ? — Les
expériences de TiscuurkIn et de Sinvia Conna sont par-
faitement contradictoires.

Le premicr a pu prouver qu'en 'absence de microorganis-
mes, il 1’y a pas de digestion.

Par une série d’expériences tres bien concues et exécutées,
SiLvia CoLpLA a démontré le contraire.

Nous pensons pour notre part que P.vulgaris (nos expériences
I’ont montré) est une plante dont la capacité digestive est
extraordinairement faible. Seuls des dispositifs d’expériences
aussi sensibles que ceux que Sinvia Corra a employés per-
mettent de mettre en évidence ses ferments. Les innombrables
bactéries apportées par 'insecte, et dont nous avons toujours
constaté la présence, précipitent sa digestion et ce fait explique,
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selon nous, pourquoi une digestion artificielle de jus de viande
stérile ou de blane d’ccuf a toujours été incapable de provo-
quer un état d’agrégation. Les phénomenes ne sont pas a la
méme échelle.

Sans prendre parti dans le débat, il nous semble que Pin-
gutcula vulg. et P. alpina pourraient ¢tre considérées comme
plantes semi-carnivores. La production des différents fer-
ments reconnus par Sinvia CorLra ne saurait étre mise en
doute ; mais si leur action sur des traces de maticres -albu-
minoides a pu étre démontrée, nous pensons d’autre part que
la plante serait bien incapable de digérer des insectes relati-
vement gros sans le concours des microorganismes.

Autres observations

1. — Des coupes effectuées sur la tige de la fleur n’appor-
tent aucun renseignement particulicrement intéressant.

2. — Plusieurs examens de la surface d’une feuille fraiche
confirment I’absence de microorganismes.

3. — Les procédés de fixations (entre autres pour ’examen
du noyau) ne donnent pas de bons résultats, et les figures
obtenues ainsi artificiellement peuvent mener a des inter-
prétations erronées (Nicolost RONCATTI).

4. — La méthode des colorations vitales permet entre
autre d’étudier la formation des glandes sur les tissus tres
jeunes. La coloration est déja élective pour des cellules a
peine en voie de différenciation. Elle permet de distinguer
les ¢états intermédiaires entre les trichomes et les glandes
pédicellées. Ces tres jeunes glandes subissent aussi la con-
traction vacuolaire.

5. — Pinguicula vulg. offre un exemple excellent du phéno-
mene de 'épinastie, observable déja au bout de quelques
heures.
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