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Sommaire

Dans cet article nous présentons les résultats suivants obtenus par la microscopie électronique: 1. Ultra-
structure des grains de pollen de Cycas circinalis dissous partiellement pendant 30 jours & 30 °C par huit
solvents organiques: diethylamine, mercaptoethanol, méthanol, éthanol, propanol, alcool butylique, i-alcool
amylique et giycérine. 2. La dégradation partielle de I'exine avec 2-aminoéthanol et de potassium permanga-
nate a été effectuée en six variantes aux grains de pollen de Ceratozamia mexicana et Encephalartos ferox.
Trois degrés ont été établis dans la dégradation de Y'exine. La dégradation moyenne a révélé le systeme de
biopolymeére de la sporopollenine de I'exine. 3. Pour étudier la symétrie de biopolymeéres la dégradation par-
tielle par acide acétique anhydrique, 2-aminoéthanol, et potassium permanganate ont donné les meilleurs
résultats. Nous présentons les résultats des rotations d'un pentagone régulier négatif du tectum de !'En-
cephalartos ferox.

Mots clés: Palynologie, Cycadales, actuel, dégradation partielle, MET.

Introduction

Les grains de pollen des Cycadales ont une importance primordiale dans 'évolution
des grains de pollen des angiospermes en Hémispheére du Nord a l'intérieur de la prov-
ince des Normapolles. Etant donné que la morphologie 4 la'microscopie photonique est
ressemblante aux certains grains de pollen des palmiers, la méthode de la microscopie
électronique a transmission a été utilisée pour les espéces actuelles et les fossiles. Pour
l'ultrastructure de grains de pollen actuels citons les travaux suivants: AFZELIUS (1956),
UENO (1960), PETTITT (1966), GULLVAG (1966), ERDTMAN et DUNBAR (1969),
SKVARLA et ROWLEY (1970), AUDRAN (1970, 1974, 1978a,b, 1979a,b, 1980, 1981),
AUDRAN et MASURE (1976, 1977, 1978), ZAVADA (1983), XI YI-ZHEN et WANG Fu-
HSIUNG (1989), X1 YI-ZHEN (1990), KEDVES (1994). La structure de biopolymére de
I'intine a été étudiée par KEDVES (1991), des grains de pollen de I'Encephalartos ferox.
En ce qui concemne les formes fossiles, la couche infratectale alvéolaire n'a pas été ob-
servée de plusieurs grains de pollen du genre de forme Cycadopites (TREVISAN, 1980,
KEDVES, 1985, 1990a). Probablement la couche infratectale a été détruite au cours de la
fossilisation. Mais i1 y a un grand nombre de publications concernant les grains de pol-
len ancien (Praepollen) avec une couche infratectale alvéolaire (tubulaire) qui est com-
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" parable aux Cycadales: citons les travaux de MILLAY et TAYLOR (1976), TAYLOR
(1982), POORT, VISSCHER et DILCHER (1996).

Le but de notre travail est d'étudier la structure fine des grains de pollen dissous et
dégradés partiellement en comparaison des résultats obtenus précédemment aux autres
grains de pollen. Continuer des études sur la symétrie de biopolyméres sur l'ectexine de
ces grains de pollen. On a effectué cette méthode sur un pentagone régulier négatif.

Matiére et méthode

Cycas circinalis L. )

La matiére des grains de pollen a été prélevée par Mons. I. SZOLLOSI du Jardin Botanique de I'Université
J.A. de Szeged le 10 Avril, 1997. Les expériences de dissolution sont les suivantes ci-dessous:

Expériment No.: 1/7-811. - 5 mg grain de pollen + 5 ml HO + 0.2 ml diéthylamine.

Expériment No.: 1/7-812. - 5 mg grain de pollen + 5 ml HO + 0.2 ml mercaptoéthanol.

Expériment No.: 1/7-813. - 5§ mg grain de pollen + 5 ml méthanol.

Expériment No.: 1/7-814. - 5 mg grain de pollen + 5 ml éthanol.

Expériment No.: 1/7-815. - 5 mg grain de pollen + 5 ml propanol.

Expériment No.: 1/7-816. - 5 mg grain de pollen + 5 ml alcool butylique.

Expériment No.: 1/7-817. - 5 mg grain de pollen + 5 ml i-alcool amylique.

Expériment No.: 1/7-818. - 5 mg grain de pollen + 5 ml glycérine 50%.

Température 30 C°, durée de dissolution 30 jours pour toutes les expériences.

Les échantillons de grains de pollen du genre Encephalartos et de Ceratozamia mexicana ont été mis a
notre disposition par Mons. Dr. P. VORSTER (Institut botanique de 'Université de Stellenbosch, Afrique du
Sud).

Numéro des expériences de la dégradation partielle:

1/7-1326 - 1/7-1331 Encephalartos ferox BERTOL.

1/7-1332 - 1/7-1337 Ceratozamia mexicana BRONGN.

Expérience No.: 1/7-1326 et 1/7-1332: 5 mg grain de pollen + 1 ml 2-aminoéthanol, température: 30 C°
durée de la dégradation 240, .

Expérience No.: 1/7-1327 et 1/7-1333: 5 mg grain de pollen + 1 ml 2-aminoéthanol, température: 30 C°
durée de la dégradation: 48"

Expérience No.: 1/7-1328 et 1/7-1334: 5 mg grain de pollen + 1 mi 2-aminoéthanol, température: 30 C°
durée de la dégradation: 72".

Expérience No.: 1/7-1329 et 1/7-1335: 5 mg grain de pollen + 1 ml 2-aminoéthanol,

durée: 24", + 10 ml potassium permanganate 1%, durée: 24", température: 30 C°.

Expérience No.: 1/7-1330 et 1/7-1336: 5 mg grain de pollen + 1 ml 2-aminoéthanol, durée: 48h, + 10 ml
potassium permanganate 1%, durée: 24", température: 30 C°.

Expérience No.: 1/7-1331 et 1/7-1337: 5 mg grain de pollen -+ I ml 2-aminoéthanol,

durée: 727, + 10 ml potassium permanganate 1%, durée: 24h, température: 30 C°.

Chez les grains de pollen de I'Encephalartos ferox on a effectué l'expérience suivante:

No.: 183: 20 mg grain de pollen + 2 ml acide acétique anhydride durée 24" + 1 ml 2-aminoéthanol durée:
24" + 10 ml potassium permanganate 1% durée: 24", température: 30 C°. Dans ce cas on a utilisé la méthode
de la rotation a un biopolymeére négatif d'un pentagone régulier.

Pour les études au microscope électronique 4 transmission, la matiére a été fixée par OsOj4 aq. dil. deshy-
dratée et infiltrée dans I'Araldite. Les coupes ultraminces et les études au microscope électronique 4 transmis-
sion ont été faites dans le Laboratoire de Microscopie électronique de I'Institut biophysique du Centre
biologique de 'Académie des Sciences de Hongrie. Le Tesla BS-540 (résolution 6-7 A) et OPTON EM-902
electronmicroscope (résolution 2-3 A) ont été utilisés.

Résultats

1. Cycas circinalis L. (Planche 12.1., figs. 1-5)

La figure 1 sur la Planche 1 représente la coupe transversale du grain de pollen dissous
partiellement par diéthylamine. (Expérience No: 1/7-811). L'ectexine est résistante. On
peut distinguer deux couches dans l'intine. La membrane cytoplasmique est dissoute, en
général le protoplasme est abimé. L'ectexine n'a pas apparemment changé au cours de la
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Planche 12.1.
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Légende de la Planche 12.1.

1-S. - Cycas circinalis L.

1. - Aspect general de T'ultrastructure du coupe transversal du gram de pollen No de l'expérience: 1/7-
811, numéro du négatif: 6713, x 5,400.

2. - Détail de l'ultrastructure du grain de pollen. No. de 'expérience: 1/7-812, numéro du négatif: 6726,
X 36,000.

3. - Détail de l'ultrastructure de la région germinale. No. de I'expérience: 1/7-812, numéro du négatif:
6721, x 10,800.

4. - Détail de I'ultrastructure de I'ectexine. No. de l'expérience: 1/7-814, numéro du negatif: 6739,
x 36,000.

5. - Détail de l'ultrasturcture de I'ectexine et du protoplasme. No. de I'expérience: 1/7-815, numéro du
négatif: 6754, x 36,000.

dissolution par mercaptoéthanol (Planche 12.1., fig. 2). Mais la couche extérieure de
l'intine est différente par contre, de l'expérience précédente, il y a des granules d'une
affinité électronique forte. Les deux couches de l'intine sont délimitées par ces granules.
La dégradation du protoplasme y compris la membrane cytoplasmique est aussi nette
(Planche 12.1., fig. 3). Aprés la dissolution par méthano! des changements ont été ob-
servés dans les couches de l'intine et du protoplasme. L'alcool éthylique aussi n'a pas
changé l'exine mais a l'intine les granules de la partie extérieure sont frappantes, et il y a
une ligne de granules aussi a la limite de I'ectintine et I'endintine (Planche 12.1., fig. 4).
Une dégradation remarquable a été observée dans le protoplasme. Il est & noter que la
structure fine du protoplasme est la moins dégradée apres dissolution par alcool pro-
pylique (Planche 12.1., fig. 5). L'alcool butylique et i-alcool amylique ont dégradé le
protoplasme. Aprés la dissolution partielle par glycérine diluée 1'ultrastructure cellulaire
est plus ou moins bien conservée. La membrane cytoplasmique est nette, et les autres
couches extérieures et le protoplasme aussi. Mais il est a noter que les organelles du
cytoplasme ne sont pas en état bien explicites.

2. Ceratozamia mexicana BRONGN. (Planche 12.2,, figs. 1,2)

Expérence No: 1/7-1332. - L'ectexine n'a pas degrade seulement la sole détache net-
tement de la couche infratectale. L'intine et le protoplasme sont dégradés. Le résultat est
approximativement le méme chez les experiences No.: 1/7-1333 et 1/7-1334. La dégra-
dation a découvert le systéme de biopolymeére de la sporopollenine chez les expériences
a partir du 1/7-1335. La dégradation par I'expérience 1/7-1336 est figurée sur la fig. | de
la Planche 12.2. Une partie de la couche infratectale est représentée. Plusieurs sortes de
structures des molécules sont mis en évidence. Parmi celles-ci il y a des structures liné-
aires orientées plus ou moins radialement, qui peuvent étre des systemes hélicoidaux.
Ensuite il y a lieu de mentionner les systémes moléculaires sensu stricto: parmi ceux-ci il
y a des molécules cycliques des pentagones et hexagones réguliers aussi. La fig. 2 de la
Planche 12.2. représente un apergu général du grain de pollen fort dégradé (expérience
No.: 1/7-1337). Il y a des résidus de l'ectexine quelques part; la sole est aussi compléte-
ment détruite, le protoplasme et l'intine sont homogénes. A haut grossissement, une
dégradation du systéme de biopolymére a été aussi observée.

3. Encephalartos ferox BERTOL. (Planche 12.2., figs. 3-9)

3.1. Dégradation partielle des grains de pollen (Planche 12.2., figs. 3-8)

Les expériences 1/7-1326 - 1/7-1328 n'ont pas découvert le systeme de biopolymere
de l'ectexine. Par exemple la photo 3 de la Planche 12.2. illustre une partie de l'ultra-
structure de la région germinale du grain de pollen. La structure fine de l'intine est nette.
L'aspect général de la région aperturale est représenté sur la photo 4 de la Planche 12.2.,
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suivant l'expérience 1/7-1326. La partie intérieure de l'intine est gonflée. La partie ex-
térieure de ['ectintine est mince, et avec une affinité électronique forte. Il y a encore une
autre partie de l'ectintine, comme cela on peut distinguer trois couches aprés ce proces-
sus de dégradation. A haut grossissement (Planche 12.2., fig. 5) une degradatxon particu-
liere a été observée. On peut distinguer deux couches fort dégradées a la partie extérieu-
re du tectum. Ici les unités du systéme biopolymere sont frappantes. La plus grande par-
tie du tectum semblait plus ou moins homogéne. Mais la couche infratectale est bien
dégradee, I'expérience a bien découvert le systeme de biopolymére du sporopollenine.
L'expérience suivante (1/7-1330) a aussi bien découvert le systéme de biopolymeére. La
photo 6 sur la Planche 12.2. représente la structure moléculaire de l'infratectum. Ce
systéme est ressemblant ou identique a celui que nous avons démontré précédemment
chez la couche infratectale du Ceratozamia mexicana (Planche 12.2., fig. 1). Au grossis-
sement du 3,6 millions la structure des molécules sensu strictu est bien observable. Nous
présentons un amas de molécules cycliques. Finalement nous publions l'aper¢u général
de l'ultrastructure du grain de pollen dégradé. Il y a lieu de remerquer que les couches
différentes de l'intine sont bien distinctes. L'expérience 1/7-1331 a abimé pamellement
les unités de biopolymere de I'ectexine.

3.2. Etudes de la symétrie de biopolymére d'un pentagone régulier clair du tectum
dégradé partiellement par l'expérience No.: 183 (Planche 12.2., fig. 9).

Dans les travaux antérieurs nous avons utilisé des unités de biopolyméres dits posi-
tifs, sauf une fois pour la paroi dégradée partiellement d'Equisetum arvense (KEDVES et
PARDUTZ, 1993). Maintenant nous avons découvert le systéme de biopolymére de I'ec-
texine et nous avons choisi un pentagone régulier clair pour les opérations de symétrie.
I1 est fort probable que dans ce cas-1a il s'agit d'une biopolymére dégradée, et le cavité a
gardé la structure originelle.

Nous avons effectué quatre sortes de rotation suivant les méthodes décrites dans
I'étude de KEDVES (1989). Mentionnons encore quelques travaux qui sont importants
dans la méthode de I'étude de la symétrie de biopolymeére; KEDVES (1990b, 1991), KED-
VES, TOTH et FARKAS (1993).

Résultats:

CP.5.AS55.

Un pentagone régulier clair est apparu entouré d'une zone pentagonale bien limitée.

Autour de cette zone il y en a une autre claire composée de structures de biopolymere
des unités cycliques qui peuvent étre des pentagones. Cette zone de rotation est entourée
d'une partie foncée mais partiellement des autres zones claires sont apparues en con-
séquence de cette rotation.

C.P.5.B55S.

Le résultat de cette rotation est inattendu, étant donné qu'un systéme de Penrose néga-
- tif est apparu. Au milieu aussi il y a un pentagone régulier clair entouré de cinq unités
claires. Ensuite ce systéme est entouré de cinq autres unités qui peuvent étre
représentées entiérement avec un systéme de Penrose clair. Ce systéme est entouré avec
d'une zone obscure, mais des parties des autres systémes clairs sont apparus autour cette
zone.

C.P.5.A5.10.

Ce résultat aussi est intéressant. Une zone claire est apparue avec plusieurs points de
symétrie secondaire claire. Mais autour de cette zone il y a 10 points de symétrie noirs
au bord de la zone de rotation claire. Cette rotation a résulté de plusieurs cercles (envi-
ron cing) autour du centre qui peuvent étre utiles pour les rotations secondaires.
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Légende de la Planche 12.2.

- 1,2. - Ceratozamia mexicana BRONGN.
1. - Lastructure de blopolymere de la couche infratectale dégradée partiellement. No. de lexpenence
1/7-1336, numéro du negatlf 7426, x 719,800.
2. - Aspect général du grain de pollen dégradé partiellement. La dégradation de l'ectexine est frappant.
No. de l'expérience: 1/7-1337, numéro du négatif: 7275, x 3,600.
3-9. - Encephalartos ferox BERTOL.

3. - Aspect général de l'ultrastructure de la région germinale. No. de I'expérience: 1/7-1326, numéro du
négatif: 7025, x 3,600.

4. - Protrusion de l'intine et du protoplasme. No. de I'expérience: 1/7-1329, numero du negatif: 7270,
x 3,600.

5. - Lastructure de biopolymere du tectum et de la couche infratectale. No. de 'expérience: 1/7-1329,
numéro du négatif: 7431, x 108,000.

6. - Détail de la structure de biopolymere de la couche infratectale. No. de I'expérience: 1/7-1330,
numéro du négatif: 7422,x 719,800.

7. - Molecular structure cyclique de la couche infratectale. No. de I'expérience: 1/7-1330, numéro du
négatif: 7422, x 3,600.000.

8. - Détail de l'exine et du protoplasme dégradée partiellement. No. de l'expérience. 1/7- 1331 numeéro
du negatif: 7217, x 3,600.
9. - Détail du tectum et de la couche infratectale dégradée partiellement, avec les résultats des rotations

différentes. No. de I'expérience: 183, numéro du négatif: 8026, x 899,800.

C.P.5.B.5.10. _

En conséquence de cette rotation il y a aussi une zone claire avec beaucoup de cercles
des points de symétrie claires et sombres, mais il n'y a pas autour de cette zone un cercle
caractéristique avec des points de symétrie obscures.

Commentaires et Conclusions

1. La dissolution partielle des grains de pollen de Cycas circinalis a confirmé une
résistance remarquable du systéme de biopolymére de la paroi externe du grain de pol-
len. On peut remarquer les altérations de l'intine, la destruction de la membrane cyto-
plasmique et des organelles du protoplasme. Par contre avec nos expériences sur les
grains de pollen de Platanus hybrida la dissolution avec la glycérine diluée n'a pas mis
en évidence les organelles cytoplasmiques.

2. Les expériences de la dégradation partielle ont découvert le systeme des bio-
polyméres de I'ectexine des espéces de Ceratozamia mexicana et Encephalartos ferox.
On a mis en évidence plusieurs sortes de systémes de biopolymeére; parmi ceux-ci les
systémes linéaires qui peuvent étre aussi des organisations hélicoidales sont a mention-
ner. En ce qui concerne la dégradation partielle de /'Encephalartos ferox un phénomene
particulier a été observé. La partie extérieure du tectum et la couche infratectale ont été
dégradées suffisamment pour I'étude des organisations différentes des structures de bio-
polyméres. Jusqu'ici et aux premiers résultats (KEDVES, STANLEY et ROJIK, 1974) nous
avons établi que la couche infratectale peut étre dégradée le plus aisémenet par les influ-
ences expérimentales ou naturelles (au cours des influences de sédimentation). Au haut
grossissement nous avons mis en évidence plusieurs sortes de molécules, il y a des
molécules cycliques, et dans le futur on va effectuer des rotations moléculaires sur ces
unites. )

3. Les résultats des rotations sont inattandus, en particulier lorsqu'on a obtenu le
systéeme de Penrose négatif en conséquence d'une rotation primaire de I'extinction (B).
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En ce qui concerne le grand nombre des points de symétrie qui sont apparus aprés les
rotations primaires il y a la possibilité de plusieurs sortes de rotations sécondaires.
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