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Donnees sur les processus de "nitellisation" chez Chara
vulgaris

Par

Jean MOUTSCHEN *)

Resume

Nous avons mis au point un procede permettant la „nitellisation" de
Chara vulgaris par changements de conditions de culture. Le processus
de „nitellisation" se subdivise en 5 phases bien distinctes: 1. phase
d'abolition progressive des mitoses, 2. des modifications des phylloides,
3. la perte totale de la cortication, 4. une phase de stabilisation et 5. une
phase de restauration de certains processus tels que la röapparition de
bourgeons lateraux et d'organes sexuels males.

Les modifications nucleaires pendant les cycles amitotiques ont ete
etudiees en detail au cours de ces phases et tout specialement pendant la
periode de stabilisation, a la fois par mensuration volumetrique et par
colorim6trie photographique. Ces donnees soulignent une fois de plus
Finteret du materiel „nitellise" dans les etudes de Biologie aux niveaux
cellulaire et moleculaire.

Summary

A method allowing to induce „nitellisation" processes in the alga
Chara vulgaris by changes of the medium has been described. The „nitel-
lisation" processes can be subdivided in 5 phases: 1. decrease of the mitotic
index, 2. modifications of branchlets, 3. loss of cortication, 4. period of
stabilisation and 5. phase of recovery of some processes such as lateral
budding and antheridia.

Nuclear modifications during the amitotic cycles have been investiga-
ted in detail, especially during the stabilisation period by volume measu-
rements and photographic colorimetry. The data emphasize once more the
interest of the „nitellised" material in cellular and molecular investigations.

*) Prof. Dr. J. MOTJTSCHEN, Universite de Liege, Laboratoire de Genetique,
15, rue Forgeur, B-4000 Liege.
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1. Introduction
II est bien connu que la morphogenese des Charophytes est fortement

influencee par les conditions ecologiques. Ainsi, l'absence de courant d'eau,
la reduction de l'intensite lumineuse et l'appauvrissement du milieu,
peuvent produire diverses anomalies morphologiques, notamment des
modifications des processus de cortication ainsi que des plantes a pre-
dominance monosexuelle. L'ensemble de ces modifications designees par
GOEBEL (1918) sous le nom de „Nitellisierung" (que nous traduisons par
„nitellisation") est repute frequent chez certaines especes de Char a
(GIESENHAGEN 1908). Elles consistent globalement en reductions de diverses
structures qui font qu'au bout d'un certain temps, les specimens prennent
davantage l'apparence de Nitella. Ces modifications sont mentionnees dans
GOEBEL (1918). Les plantes „nitellisees" se montrent favorables ä l'etude
des courants cytoplasmiques ainsi qu'au developpement des antheridies.
Au cours d'une recherche precedente, nous avons montre que ces plantes
se pretent bien ä diverses etudes de Biologie cellulaire au moleculaire
(MOTJTSCHEN 1976, 1977) et pourront continuer a etre utilisees ä cet effet
dans l'avenir. II etait cependant necessaire au prealable de s'assurer de la
reproductibilite experimental des processus de „nitellisation" et de
decrire en detail les changements, tout parti culierement de la morphologie
nucleaire qui surviennent au cours de ce processus.

2. Materiel et Methodes

Les specimens de Chara vulgaris ont ete r^coltes dans les serres du Jardin
Botanique de l'Universite de Liege ou ils sont acclimates depuis des annees.
Us sont tout d'abord abondamment laves a l'eau courante puis transferee
en aquarium pendant quelques semaines dans les conditions suivantes: intensite
lumineuse 5000 lux/16 hrs, temperature 20—22° C, renouvellement de l'eau
(stdrile) deux fois par semaine. Pendant une p&riode s'etalant sur 10 semaines,
une partie progressivement croissante du milieu est remplacee par du milieu de
Dangeard sterile, dilue au tiers. En voici la composition: Ca(NO3)2 1 g,.
KH2PO4 0,25 g, MgSO4. 7H2O 0,25 g, CaCl2 0,12 g, FeCl3 traces (environ
100 ppni) pour 3 litres d'eau distillee. Chaque semaine, on remplace 1/10 de
la quantite du milieu par le meme volume de ce milieu dilue, de sorte qu'au
bout de 10 semaines les plantes se trouvent dans le milieu de Dangeard dilue
au 1/3..

Cette sterilisation du milieu ainsi que les modifications des concentrations
en sels mineraux aboutissent generalement a un etat relativement axenique ou
Chara seul survit. Les Chara sont alors maintenus de maniere permanente,
dans les conditions suivantes: 20 — 22° C, 5000 lux.+ lumiere du jour d'appoint
pendant 16 hrs et dans le milieu mentionne ci-dessus. Chaque semaine, plusieurs
specimens sont examines apres fixation (Carnoy) et coloration des noyaux
par la methode de Feulgen suivie de „squash" modere entre lame et lamelle
dans l'acide acetique ä 45°.

En vue de mesurer les volumes nucleaires, nous avons utilise un appareil
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de type Micro-Videomat (Siemens) couple ä un photomicroscope (Zeiss).
Etant donne la grande variability de forme des noyaux, il s'est avere que
par ce moyen, revaluation exacte de la surface nucleaire fournirait une estima-
tion plus precise qu'un calcul de leur volume ä partir des valeurs des axes.
La mesure de la taille nucleaire sera done donnee dans ce travail en m A, la
conversion en pirn2 etant toujours possible (1 m A = 62,5 [Am2). Pour evaluer
la quantite de DNA par noyau apres la reaction de Feulgen, nous avons adopte
une methode basee sur la colorimetrie photographique, mise au point par DEN
TONKELAAR (1963) et DEN ToNKELAAR et VAN DUIJN (1964) ä laquelle nous
avons apporte diverses modifications (destinees ä etre publides en detail dans
un autre contexte). Dans les grandes lignes, cette methode consiste ä reVeler
un positif (papier Kodak Bromesko 18x24 cm) au moyen d'un revelateur
special contenant: 80 g de carbonate de sodium, 2 g de 2: 4 dichloro-1-naphtol,
100 mg d'acide ascorbique, 2 gr de bromure de potassium, 2 g de sulfate de
sodium et 5 g de sulfate de N": N diethylparaphenilenediamine. En raison de
l'oxydation tres rapide de ce revelateur, le developpement doit etre realise
sous azote, exempt d'oxygene. Les images de la chromatine nucleaire prennent
une couleur bleue. Elles sont stables ä l'air et peuvent aisement etre eludes
dans une quantity connue de methanol ä 37° C. Apres elution, la concentration
de colorant correspondant exactement ä la decoupe d'un noyau est mesuree au
spectrophotometre Zeiss (ä 630 nm) et comparee ä la valeur d'un etalon. La
quantite de colorant peut alors etre rapportee soit ä une unite de surface
nucleaire prealablement mesuree au Micro-Videomat, soit a une quantite de
papier, soit aux deux.

II est indispensable d'effectuer une correction de non-homogene'ite en
procedant de la maniere suivante: on decoupe une surface connue de papier
a un endroit du positif qui ne contient pas d'image nucleaire. On elue au
methanol et Ton mesure la quantite de colorant qui correspond ainsi au fond-
permanent. Cette valeur rapportee ä l'unite de surface ou de poids est retranchee
de chaque valeur nucleaire. II s'avere necessaire de proceder ä partir d'un
nögatif aussi homogene que possible. Dans la presente recherche, cette difficulte
a ete evitee du fait que les noyaux ä comparer se trouvent dans la meme cellule
e'est-a-dire sur le meme negatif.

3. Resultats

D'une maniere generale, nous avons pu distinguer 5 periodes dans la
„nitellisation" des CJiara.

A. Periodes successives

Iere periode
Au cours de celle-ci, il y a diminution progressive de la frequence

mitotique dans les regions meristematiques. Le taux de mitoses y passe
d'environ 1—2%0 ä 1—2/10.000 et meme moins. Le bourgeonnement nodal
devient presque inexistant. Aucun organe sexuel ne se forme plus et,
ceux qui sont encore presents degenerent. Cette periode s'etend sur les
deux ou trois premieres semaines consecutives aux changements des condi-
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tions experimentales. On y remarque aussi une nette regression des brac-
tees et des bracteoles des phylloides et une complete disparition des
stipulodes aux noeuds des axes.

Ileme periode
Celle-ci couvre 4—6 semaines et meme davantage. Elle est caracterisee

par des modifications profondes de la morphologie des phylloides. On
observe tout d'abord un accroissement du nombre des cellules terminales
(Fig. 1 et 3, planche I). A ce stade, les phylloides possedent encore des
noeuds et des entre-noeuds (Pigs. 1—3, planche I). Deux groupes de noyaux
sont visibles ä la base de la Fig. 2, planche I ainsi que des cellules corticales
(indiquees par une fleche). Souvent les cellules terminales subissent une
phase d'elongation tres nette. Au cours de ce processus que Ton pourrait
designer sous le nom de „terminalisation", certaines caracteristiques nucle-
aires des cellules terminales sont conservees. Ainsi, le cycle de croissance
nucleaire donnant naissance ä de volimineux noyaux et suivi d'un cycle
amitotique se deroule de maniere basifuge comme c'est le cas dans les
cellules terminales des phylloides normaux (MOUTSCHEN 1977). II s'ensuit
qu'au debut du developpement, la taille des noyaux des cellules de
la base est superieure ä celle des noyaux des cellules apicales. Ulterieurement
le nombre des noyaux des cellules de la base oü l'amitose s'est dejä deroulee,
devient superieur au nombre de noyaux des cellules du sommet. A ce
stade, le nombre de cellules terminales est toujours plus eleve que chez
les Cham normaux (2 ä 3). On peut en denombrer jusqu'ä 10. Des nombres
voisins de 5 cellules sont visibles sur les Figs. 1—3, planche I. A ce stade,
les axes restent capables de produire des cellules corticales normales comme
le montre la Fig. 4, planche I ou Ton remarque en alternance les petits
noyaux des futures acicules (ac) et de plus gros noyaux (G) des autres
cellules corticales axiales. Au cours de cette periode, le meristeme apical
peut apparaitre assez desorganise (Fig. 1, planche I). Cependant, il reste
capable de dormer alternativement naissance a un noeud et a un entre-
noeud. Dans la Fig. 1, planche I, les jeunes phylloides provenant du verticille
situe sous le meristeme montrent dejä un accroissement du nombre de
cellules terminales et de leur taille. Alors que normalement les 3 cellules
terminales sont incapables de cortication, cette inaptitude s'etend aux
cellules sous-jacentes.

L'etape suivante dans le processus de „nitellisation" est caracterisee
par la perte progressive pour les phylloides, de l'aptitude ä produire des
cellules corticales dejä amorcee au stade de „terminalisation". On observe
alors un nombre moins eleve de noyaux aux noeuds. Nous avions anterieure-
ment observe (MOTJTSCHEN 1977) que les jeunes noeuds des phylloides
contiennent deux types nucleaires de tailles progressivement difFerentes en
allant du sommet ä la base. Les plus grands noyaux correspondent aux
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futurs noyaux corticaux, susceptibles de devenir des noyaux geants en
ruban. Les plus petits noyaux, de type meristematique (spheriques et
avec un ou deux nucleoles et des chromocentres) donnent normalement
naissance aux noyaux corticaux, vraisemblablement uniquement par
amitose. Deux types nucleaires sont encore visibles dans les deux noeuds
de la base d'un phylloide ä la Fig. 2, planche I (fleche). La cortication de la
cellule internodale basale est encore visible. Cependant, au cours du processus
de ,,nitellisation", les noyaux geants qui derivent des petits noyaux nodaux
disparaissent progressivement. D'apres nos observations, cette disparition
ne s'effectue pas brusquement mais s'etale sur plusieurs semaines. Elle
procede habituellement dans un sens basipede. Ce sont done les noeuds
proches des cellules terminales puis de plus en plus eloignees, qui perdent
la faculte de produire des cellules corticales. La perte de l'aptitude ä la
cortication s'etend ensuite vers les bases des phylloides. A la fin, on observe
aux noeuds phylloiidiens, encore appendues aux cellules nodales, des
cellules de plus grande taille contenant des noyaux beaucoup plus volu-
mineux que les noyaux nodaux (Fig. 1, planche II). La structure de ces
noyaux est differente de celle des noyaux nodaux. Us sont generalement
beaucoup plus colores que ceux-ci. Us peuvent contenir l'un ou l'autre
nucleole et plusieurs chromocentres. Ces noyaux ne prennent jamais une
forme normale en ruban et Ton n'observe aucune elongation de ces cellules.
Par contre, il n'est pas rare que Ton voit des images de debut de cycle
amitotique mais celui-ci parait abortif et les cellules degenerent. Aux axes,
il est parfois difficile de distinguer ces cellules qui sont les reliques des
cellules corticales ou de bracteoles, des futures cellules des phylloides (voir
periode suivante) dans lesquelles le cycle amitotique se poursuit normale-
ment (voir plus loin).

Hie periode
Cette periode est surtout caracterisee par les modifications de la

morphologie des axes, contemporaines de divers changements des phylloides.
Elles s'etendent sur une periode de un ä deux mois et parfois davantage.
De maniere generale, la perte de l'aptitude ä la cortication est tres
comparable dans les axes et dans les phylloides. La cortication reste cepen-
dant assez normale beaucoup plus longtemps et l'on remarque encore en
alternance des petits noyaux des acicules et de plus gros noyaux corticaux
(Fig. 4, planche I) mais la differenciation des cellules corticales devient de
plus en plus incomplete. Ulterieurement, on remarque que les cellules
re"siduelles a gros noyaux degeneratifs, decrites aux noeuds des phylloides
ä la periode II, apparaissent plus fr^quemment et pendant une plus longue
periode aux noeuds des axes. Certaines cellules peuvent correspondre ä
des stipulodes abortives. En meme temps que la disparition de la cortication
des axes, on constate une diminution du nombre de phylloides aux noeuds.
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On en compte 3 ä 5 mais il n'est pas rare qu'il n'y en ait plus qu'un seul.
Leur morphologie est completement boueversee et converge vers celle des
cellules internodales axiales. Les phylloides sont alors reduits a quelques
articles (1 ou 2 noeuds et 2 ou 3 entre-noeuds). Dans la Fig. 5, planche I,
un phylloide montre deux noeuds (N), 1 cellule internodale non cortique'e (I)
et une cellule terminale (T) de forme ogivale typique. La Fig. 6, planche I
represente le cas extreme oü le phylloide est röduit a une seule cellule
terminale ogivale (T) et ä un noeud basal (N). A la difference des cellules
terminales de la periode precedente, cette cellule devient plasmodiale et
göante. Elle peut contenir de tres nombreux noyaux dont revolution
sera envisagee ult^rieurement (Fig. 2, planche II). Dans ces cas, les phylloides
ne comportent plus qu'une seule cellule geante qui atteint la taille des
cellules internodales axiales et peut mesurer plusieurs centimetres. Par
rapport a la periode precedente, la morphogenese des noeuds est pro-
fondement modifiee. Le nombre de cellules corticales degeneratives diminue
progressivement et les cellules a noyaux geants representent exclusivement
les futurs phylloides. A ce stade, les cellules internodales axiales sont
pratiquement ,,nues" comme les phylloides. On peut voir un noeud (N)
et deux parties d'entre-noeud (EN) ä ce stade ä la Fig. 3, planche II.

Les cellules internodales axiales contiennent des noyaux de plus en
plus nombreux (cf. Tableau I) susceptibles de se diviser par amitose (Fig. 4,
planche II) ou dans d'autres cas, de subir une phase de croissance au cours
de laquelle la population nucleaire devient heterogene (Fig. 5, planche II).

IVe periode
Elle correspond tout d'abord a une phase de stabilisation des echantil-

lons completement „nitellises". Les telomes se presentent tres gönerale-
ment comme suit:

1. Absence complete de cellules corticales des phylloides et des axes
a l'exception de quelques rares cellules involutives et n'ayant jamais
l'apparence de cellules corticales.

2. Phylloides en nombre reduit (1—3) ä chaque noeud, le plus souvent
reduits ä une seule cellule geante de type terminal (ogival) et dont le
rapport de taille avec les cellules internodales axiales est inchange par
rapport ä la periode precedente.

Le comportement des noyaux au cours de cette phase sera etudie
ulterieurement.

Ve periode
Apres un laps de temps de plusieurs mois, on remarque divers processus

de restauration que l'on peut resumer comme suit:
a) Le taux de mitoses s'accroit (jusqu'ä un ordre de grandeur de l%0

environ pour les cellules meristematiques). Curieusement, nous avons
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Tableau I
Evolution des nombres de noyaux et des tailles nucleaires dans les cellules
internodales des verticilles successifs (Pour les nombres de noyaux, moyenne
de 10 cellules — Pour les tailles nucleaires, moyenne de 10 noyaux par cellule).

Axes Phylloi'des
Nombre Surface Nombre Surface

de moyenne de moyenne
Verticille noyaux t 0,05 a ((Jtm2) t 0,05 a noyaux t 0,05 a (|j.m2) t 0,05 o

1
2
*
4
5
6
7
8
«

90
120
265
914
950
1280

635
620
630

10
15
20
100
111
122
60
52
64

984,4

456,9

365,0
215,0

170,0

200,0
251,3

370,6

452,5

86
48
23
15
15
21
34
52

24
40
250
363
495
627
410
390
450

10
12
30
35
52
70
50
40
12

965,6

323,0
200,0

227,5

155,0

136,3

215,6

225,0
250,7

32
14
13
9
12
16
20
22

La distribution des tailles n'etant pas gaussienne, Pinterval de confiance
ne peut etre calcule par les methodes statistiques habituelles.

observe uniquement des mitoses a n = 14 chromosomes (Kg. 2, planche III)
alors qu'avant le debut de la „nitellisation", nos observations avaient
toujours montre n = 28 chromosomes dans les meristemes apicaux aussi
bien que dans les antheridies (voir discussion).

b) Le nombre de phylloides par noeud s'accroit quoiqu'etant loin de
reprendre sa valeur normale.

c) L'activite meristematique laterale aux noeuds s'accroit considerable-
ment. On compte en moyenne 1 bourgeon lateral pour 3 ou 4 noeuds.

d) Exceptionellement, nous avons observe de jeunes antheridies
jusqu'ä present abortives. Pendant une periode s'e'tendant sur plus d'une
annee, aucun oogone n'est apparu.

e) La croissance des echantillons est plus rapide.

B. Modifications nuclöaires au cours du developpement des
Chara „nitellises"

Ces modifications ont ete etudiees en detail, exclusivement pendant
la phase IV (de stabilisation) en raison du fait qu'aux stades precedents,
les types nucleaires sont plus instables.

Le tableau I montre que:
1. L'evolution des nombres de noyaux par cellule ainsi que de leur

taille est presque parallele dans les axes et dans les phylloides.
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Tableau II
Correlations evaluees pendant la phase de stabilisation des Chara „nitelliseV8,

ä partir des donnees du tableau I

Axe/phylloides
Taille Nombre

Taille/nombre
Axes Phylloides

Coefficient de correlation p 0,969 0,927
Limite inferieure 0,756 0,026
Limite supe*rieure 0,999 0,994

-0,774 -0,706
-0,987 -0,982

0,426 0,520

20.

LU
O

10.1
a
LJ
Q:
LJL

100 120 140 160 180 m A
Graphique 1. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales

axiales (aux ler—2e verticilles).

2. On observe tout d'abord im accroissement du nombre de noyaux
jusqu'au niveau du 6e verticille inclusivement. Cet accroissement est plus
marque dans les cellules internodales axiales. Le nombre de noyaux dans
une cellule de phylloiide est toujours moins elev6 que dans une cellule
axiale du meme verticille mais la variability des nombres de noyaux par
cellule est superieure dans les phylloides.

3. Parallelement, dans les axes et les phylloides, la taille des noyaux
varie en sens inverse de leurs nombres. Le nombre de noyaux est maximal
au moment oü le volume est minimal. La correlation entre phylloides et
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axes est done fortement positive, a la fois pour la taille nucleaire et pour
le nombre de noyaux. La correlation taille/nombre est, par contre, tres
significativement negative aussi bien dans les axes que dans les phylloides
(tableau II).

4. Apres ce verticille, on note un nombre moins eleve de noyaux. Le
volume nucleaire dans les axes s'accroit du 7e au 9e verticille.

40.

30.

LÜ

2

^ 2 0 .
o
i • iLJJ

LL

10.

0

i
/
/
/

/
/

Q

i
i
i
i
i
i
i
i
i

i
i

i

i

» >
i

i
i
i

i
i
i
i

i
\
\

\

\
\

40 50 60 70 mA
Graphique 2. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales

axiales (aux 3e — 5e verticilles).

Cet accroissement volumetrique est beaucoup moins marque" dans les
phylloides ou il n'est d'ailleurs pas statistiquement significatif pour les
verticilles Studies. II est done probablement plus lent dans les phylloides
que dans les axes.

Les populations nucleaires ont ete analysees au cours de la phase de
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stabilisation des Ghara „nitellises" (c'est-a-dire avant l'apparition des
phenomenes de restauration mentionnes plus haut).

Dans les axes: On remarque tout d'abord (graphique 1) une distribution
tout ä fait irreguliere des frequences des tailles nucleaires, ä un rriveau qui
correspond au premier verticille sous le meristeme apical (tableau I). Les
noyaux assez fortement colores au Feulgen, ont des formes irregulieres
souvent en haltere mais parfois reniformes, sinues ou en croissant. Des
chromocentres assez gros (C) et en nombres assez peu eleves y sont souvent
bien visibles mais par contre, la matieie nucleolaire y est diffuse (Fig. 5,
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Graphique 3. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales
axiales (aux 5e—7e verticilles). Courbe nettement bimodale correspondant

aux amitoses (stade en haltere).

planche III). Cette phase correspond manifestement ä une periode pre-
amitotique qui marque la fin du processus d'endoreduplication. Elle est
suivie d'une phase de stabilisation qui est traduite dans le graphique 2 et
est interpretee comme une distribution de frequences de tailles en voie de
normalisation. Ce graphique represente un stade voisin du 2e verticille
(tableau I). On rencontre souvent ä ce stade, des chapelets de noyaux parfois
encore attaches Tun ä l'autre (pouvant aller jusqu'a 10 et meme davantage)
qui marquent la fin du premier cycle amitotique (Pig. 7, planche III).
Chacun de ces noyaux a une taille assez comparable a celle des noyaux
nodaux (Fig. 3, planche III et graphique 7) mais la structure de ce dermer
noyau avec son nucleole (il y en a parfois 2) et ses chromocentres est toute
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differente. Cette phase est suivie d'un second cycle amitotique au cours
duquel chacun des noyaux unitaires semble etre capable de se diviser en
dormant des figures en haltere (Figs 3 et 4, planche II).

Le graphique 3 nous donne une distribution manifestement bimodale.
Dans ces cellules qui se situent ä un niveau un peu anterieur au 6e verticille
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Graphique 4. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales

axiales (aux 8e — 9e verticilles). Courbe normalis^e.

(tableau II), le nombre maximum de noyaux n'est pas encore atteint.
Dans ce graphique, le premier sommet correspond a des petits noyaux
spheriques. Le second comprend uniquement des noyaux de forme ellipsoidale
ou en haltere (Fig. 4, planche II). Comme le nombre de noyaux sphöriques
s'accroit au verticille suivant, on peut en deduire que les noyaux en haltere
correspondent a un stade de division amitotique. Lorsque ce processus est
termine, tous les noyaux sont spheriques. La distribution des tailles s'est

P h y t o n . Vol. 18, Fasc. 3—4, 1978. 11
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alors normalised (graphique 4) et le nombre des noyaux est maximum
(au 6e verticille du tableau I).

Les graphiques 5 et 6 correspondent ä des verticilles posterieurs ä
ceux qui figurent dans le tableau I. Au graphique 5, on remarque un
accroissement de taille correspondant a une distribution beaucoup plus
irregulieie qu'au graphique 4. Au tableau I, cette distribution etait annonce'e
par 1'accroissement volumetrique observe aux verticilles 7—9 et interprets
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Graphique 5. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules intemodales

axiales (apres le 9e vertieille) phase d'expansion nucleaire.

comme une phase de croissance nucleaire. Les populations nucleaires sont
alors heterogenes. On voit tout d'abord des noyaux en elongation, assez
peu colores, ä nombreux et petits grains de chromatine sans nucleole ni
chromocentre visible (Fig. 12, planche II et Fig. 4, planche III). On
remarque ulterieurement des noyaux assez volumineux, parfois tres allonges
et dont la peripherie, beaucoup moms coloree, est interpretee comme des
nucleoles multiples (Fig. 6, planche III).

Dans les phylloides: revolution des distributions des tailles nucleaires
est, de maniere generale, parallele ä celle des axes. Avant le premier morcelle-
ment amitotique, les noyaux sont volumineux, ä contours irreguliers, bien

11*
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colored, ä chromocentres bien visibles et a nucl6oles diffus (Fig. 5, planche
III). Le premier morcellement amitotique donne une distribution tres
irre"guliere (graphique 8) (ler verticille du tableau I). A ce stade, la distri-
bution des tailles des noyaux nodaux lorsqu'ils existent, est tout ä fait
normale (graphique 7). Dans les cellules internodales, le morcellement

40.
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z
UJ

a
LU 20.

10.

0 tfl
20 40 60 mA

Graphique 6. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales
axiales (apres le 9e verticille) Normalisation de la courbe.

amitotique est suivi d'une breve phase de stabilisation (graphique 9) qui
correspond au niveau des verticilles 3—4 du tableau I, puis d'une phase
de croissance qui aboutit ä une population nucleaire heterogene com-
portant ä la fois des noyaux plus petits, spheriques et plus colores et des
noyaux ellipsoidaux beaucoup moins colores (Fig. 2, planche II et Fig. 1,
planche III). C'est dans ces cellules que seront etudies les contenus en DNA
des noyaux.
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Comme dans les cellules internodales axiales, on peut parfois observer
une division amitotique de maints noyaux aboutissant au nombre maximum.
Chaque noyau possede alors une taille minimale (graphique 10). Comme
pour les axes, les tailles s'accroissent dans les cellules suivantes (graphique
11). Au cours d'une £tape ulterieure de la presente recherche, nous avons
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Graphique 7. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules nodales des

phylloides.

voulu preciser quelques points concernant le cycle des acides nucleiques
au cours des divisions amitotiques des Cham ,,nitellis6s". Le tableau III
resume divers resultats obtenus par colorim6trie photographique.

La derniere synthese amitotique dans les cellules internodales axiales
est demontree du fait, qu'a un doublement de volume nucleaire (exprime ici
en poids de papier) correspond un doublement de la concentration en DNA
(exprimee an [xg/par noyau) et du fait que la quantite de DNA par unite
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de volume nucleaire (exprimee en (J.g/mg de papier) reste pratiquement
constante. Le deuxieme type de noyau, celui en haltere represente done
la fin du processus amitotique lui-meme et par cons6quent, est posterieur ä
la Synthese du DNA. Ces processus amitotiques ont ete particulierement
precises dans les cellules internodales axiales oü ils semblent bien s'effectuer
de maniere assez synchrone (Fig. 4, planche II). Un tel synchronisme n'a
pas pu etre observe dans les grandes cellules internodales des phylloiides oü
les modalites amitotiques sont probablement quelque peu diffierentes. En
ce qui concerne les cellules dont les noyaux sont en phase d'expansion et
dont nous avons distingue deux types par cellule (Figs 2 et 5, planche II
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Graphique 8. Distribution des tailles nuclöaires dans les cellules internodales
des phylloiides (aux ler—2e verticilles).

et Fig. 1, planche III), on peut constater (tableau III) que le comportement
de leurs noyaux est tout different de celui des noyaux amitotiques. A des
accroissements de volumes d'un facteur 2 et 4, respectivement pour les
axes et les phylloides, correspondent des diminutions des quantites de DNA
par noyau, respectivement d'un facteur 4 pour les phylloides et 2 pour
les axes et de DNA par unite de poids de noyau respectivement par des
facteurs 4 pour les phylloides et 8 pour les axes. Le fait qu'il existe des
deviations a ces rapports peut facilement s'expliquer non seulement en
raison des erreurs de mesure mais encore des erreurs d'echantillonnage
(e'est-a-dire de confusions des types nucleaires). On ne peut done echapper a
la conclusion que l'accroissement volumetrique du second type nucleaire
ne peut etre du a des syntheses de DNA mais bien a des syntheses d'autres
constituants nucleaires qui se deroulent dans des noyaux dans lesquels les
concentrations de DNA sont inferieures a celles de l'autre type nucleaire.
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4. Discussion et Conclusions
Les methodes permettant de „nitelliser" les Chara sont certainement

tres diversifies. Celle qui a 6t6 utilised au cours du present travail pr6sente
outre l'avantage d'etre simple et d'etre bien reproductible, celui de per-
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Graphique 9. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales
des phylloides (aux 3e —5e verticille) Normalisation.

Graphique 10. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales
des phylloides (aux 5e —7e verticilles) distribution normalisde.

mettre de suivre les differentes phases du processus. La phase fondamentale
de la „nitellisation" est certes la perte progressive de 1'aptitude ä former
des cellules corticales. Or, cette aptitude depend des noyaux geants en
ruban dont nous avons souligne au cours d'un precedent travail (MOTTTSCHEN"
1976, 1977), diverses analogies avec les macronoyaux des infusoires cilies.
Ces noyaux geants en ruban sont issus des noyaux nodaux de type m6rist6-
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matique. Cest done en definitive au niveau de ces derniers que se situe la-
modification fundamentale qui conduit ä l'etat „nitellise". On pourrait
penser qu'il s'agit de la perte du pouvoir amitotique chez les noyaux
nodaux qui donnent normalement naissance anx cellules corticales mais
non chez ceux qui donnent naissance aux phylloides, quoique le nombre de
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Graphique 11. Distribution des tailles nucleaires dans les cellules internodales
des phylloides (aux 8e—lOe verticilles) Debut d'une phase d'expansion.

ceux-ci soit fortement reduit a chaque noeud. Au stade ultime, de stabili-
sation de l'etat „nitellise", le Systeme phylloidien est devenu completement
amitotique. La seule caracteristique fundamentale, commune aux Charo-
phytes, qui soit alors maintenue dans son integrite, est l'alternance des
noeuds et des entre-noeuds. L'etude des cycles nucl6aires pendant l'etat
„nitellise" a permis de resoudre divers problemes bien que maints points
restent encore obscurs. La formation de noyaux geants dans les axes ou dans
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les phylloides oü le phenomene est plus visible, correspond certainement a
une phase d'intenses syntheses de DNA (nous l'avons mis en evidence
chez Chara normal au moyen de thymidine-H3 — MOTJTSCHEN 1977) mais
il n'est pas encore possible de discerner si ce processus d'endoreduplication
consiste en une polyploidisation, en une polytenisation ou en un processus
particulier aux Charophytes. On peut seulement prevoir qu'il sera plus
aise d'aborder cette question avec des specimens „nitellises" du fait que
les noyaux corticaux degenerent ou ne se forment pas. Quoiqu'il en soit,
cette phase est suivie d'un „morcellement" amitotique que nous avons
designe sous le nom de premier cycle. A partir de ce moment, il devient
malaise de definir combien de fois un noyau peut se diviser par voie amitoti-
que. L'existence de distributions de tallies irregulieres au cours de la phase
qui suit l'endoreduplication suggere plutot qu'a ce stade, une partie de la
population nucleaire puisse se diviser plusieurs fois consecutivement alors
qu'une autre fraction n'en est pas capable. Quoiqu'il en soit, au moment
oü les cellules internodales axiales ou les grands phylloides unicellulaires
vont atteindre leur taille maximale, divers processus de regulation ont
du jouer. C'est la que Ton rencontre les nombreux noyaux en härtere, ce
qui suggere que les processus amitotiques sont beaucoup plus synchronises
et affectent la grande majority, sinon la totalite des noyaux.

II est surprenant de constater que dans les verticilles posterieurs
a celui oü se deroule cette derniere amitose, le nombre de noyaux est moins
eleve et que les populations nucleaires sont heterogenes. Une interpreta-
tion de ce fait est que les cycles de cioissance nucleaire ainsi que les cycles
amitotiques se deroulent en vagues successives au cours du developpement.
Dans ce cas, les cycles seraient plus lents dans certains verticilles posterieurs.
Comme nous n'avons jamais observe cette irregularity chez les Chara
normaux, eile pourrait etre particuliere a l'etat „nitellise". La colorimetrie
photographique a permis de preciser quelques points au sujet de la phase
de croissance nucleaire. A un accroissement de taille nucleaire correspond
paradoxalement une diminution de la teneur en DNA. Comme les plus
gros noyaux sont moins colores et semblent bien contenir une matiere
nucleolaire diffuse ou peripherique, on pourrait penser que l'accroissement
volumetrique est du a une intense Synthese de RNA ou de RNA-prot6ines.
Des experiences recentes (inedites) ont montre qu'apres absorption
d'uridine-H3, suivie de fixation et d'autoradiographie, ces noyaux sont
effectivement marques. Cependant, comment concevoir que dans les
noyaux les plus volumineux, le taux de DNA ne soit pas egal mais moindre ?
Une explication de ce paradoxe, compatible avec l'hypothese emise anteri-
eurement au sujet des distributions de tailles irregulieres, serait que la
population nucleaire qui se divise le plus par amitose et qui, par consequent,
produit les noyaux les plus petits, devient incapable de synthetiser ses
DNA mais par contre, s'engage dans les syntheses de RNA ou de RNA-
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prot&nes. II y aurait des lors en melange dans certaines cellules des noyaux
capables de redupliquer leurs DNA et d'accomplir leur cycle amitotique
et d'autres, seulement capables de transcription et d'assurer le transfert
de 1'information genetique. Une experience r6cente (MOUTSCHEN 1977)
6taye cette interpretation. Lorsque Ton immerge des Chara „nitelliseV
au moment du stade stabilise, soit dans une solution d'uridine-H3, soit
dans une solution de thymidine-H3, chaque verticille est capable d'utiliser
l'un ou l'autre precurseur ä n'importe quel moment du developpement
montrant qu'il y a done synthese simultanee de DNA et de UNA. Cepen-
dant, le turn-over de ces molecules n'etant pas connu dans ce materiel, il
n'est pas encore possible de determiner d'apres ces donnöes quelle est la
fraction de la population nucleaire qui synthetise l'un ou l'autre composant.
Nous ignorons encore si les noyaux engages dans la transcription sont
ulterieurement capables de recommencer un nouveau cycle amitotique.
D'un autre cote, nous ne pouvons prevoir jusqu'a quel point peuvent aller
les phenomenes de restauration. La morphologie des Chara „nitelliseV'
ne s'est pas sensiblement modifiee depuis la periode de stabilisation e'est-
a-dire depuis plus d'une annee. Au cours de celle-ci, diverses modifications
des conditions de culture n'ont pas encore permis d'obtenir des oogones et
les antheridies elles-memes sont fort rares et jusqu'ä present abortives.
Au cours de la restauration mitotique partielle, le phenomene le plus
curieux est le passage du nombre de chromosomes de 28 a 14 pour lequel
nous ne pouvons encore fournir d'explication plausible. On ne peut eliminer
la possibility que les deux populations de Chara aient existe en melange
et que seuls les specimens ä 14 chromosomes aient 6te aptes ä se „nitelliser".
En raison de la rarefaction progressive des mitoses au cours de la premiere
phase et de leur difficulte d'etalement, ce fait peut etre passe inapercu.

Malgre les nombreuses questions encore posees sur la dynamique des
cycles amitotiques, la presente etude souligne une fois de plus l'interet
des Chara „nitellises" comme voie d'approche de ces problemes.
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Explication de la Planche I.

Fig. 1. Debut de la „termininalisation" des cellules internodales des phylloides.
Ls meristeme apical est visible.

Fig. 2. „Terminalisation" et perte de la cortication des segments terminaux
cl'une phylloide. La cortication existe encore ä l'entrenoeud de la base de la

phylloide (fleche).
P'ig. 3. Fin de „terminalisation" dans trois phylloides.

Fig. 4. Restes de la cortication des entre-noeuds des axes montrant de petits
noyaux aciculaires (ac) alternant avec de plus gros noyaux (G) corticaux.

Fig. 5 et Fig. 6. Deux stades dans la formation de phylloides geantes. Dans
la Fig. 5, on remarque deux noeuds (N), une cellule internodale (I) et une
cellule terminale (T). Dans la Fig. 6, seul le noeud basal (N) et une cellule

terminale (T) subsistent.
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Explicat ion de la Planche I I I .

Fig. 1. Deux types de noyaux differeiits coexistant dans une cellule de phylloide
en croissance.

Fig. 2. Anajohase a 14 chromosomes (periode de restauration).
Fig. 3. Noyau nodal (de phylloide) de type meristematique avec nucleole et

chromocentres (periode de restauration).
Fig. 4. Noyaux en phase d'allongement dans une cellule internodale axiale.
De petits grains de chromatine nombreux apparaissent. Aucun nucleole ni

chromocentre visible.
Fig. 5. Gros noyau pre-amitotique dans une future cellule de phylloide. Deux

chromocentres (C) nettement visibles. Matiere nucleolaire diffuse.
Fig. 6. Gros noyau post-amitotique d'une cellule internodale axiale en phase
de croissance. La peripherie nucleaire plus claire est interpreted eomme des

nucleoles.
Fig. 7. Chapelet de noyaux post-amitotiques dans une cellule internodale

axiale. Gros grains de chromatine bien visibles.
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