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SUMMARY 

Plastidal differentiation in Acetabularia studied by fluorescence emission at 
77°K 

Examination of the 77 ° K fluorescence emission spectra provides a good 
criterion for distinguishing chloroplasts of the apical from those of the basal 
region of the stalk of Acetabularia cells at stage 4. Extraction increases the 
differences between the emission spectra of apical and basal chloroplasts. By 
using the 77 °K fluorescence emission spectra technique, it is possible to show 
the differentiation of the plastids and to follow it during the regeneration of 
anucleate and nucleate fragments. 

INTRODUCTION 

Les chloroplastes des algues Ac~tabulaires enti~res pr&entent un spectre 
d'~mission de fluorescence ~ 77 ° K similaire dans les diff&entes r~gions du 
siphon axial: apex, centre et base. Cependant, lorsqu'on soumet les algues 
une s&ie de traitements "chaud-froid" [1], le spectre d'~mission de fluores- 
cence ~ 77 ° K change d'une mani~re qui d~pend de la r~gion et permet de la 
distinguer [ 1]. 

Dans le pr&ent travail, nous raisons part de rinfluence de l'extraction des 
chloroplastes sur l'~mission de fuorescence. Nous montrons que la diff~rencia- 
tion entre r~gions de l'algue persiste apr~s l 'extraction des chloroplastes, mais 
avec des modalit~s diff&entes de celles observ~es in situ. Nous montrons ~gale- 
ment que les caract~res de l'~mission de fluorescence ~ 77 ° K des chloroplastes 
se modifient au cours de la r~g6n~ration, soit d'algues anucl~es, soit de frag- 
ments nucl~& basaux. 

*Les tir~s ~ part peuvent ~tre demand~s ~ l'adresse: Laboratoire de Photobiologie, D~parte- 
ment de Botanique, Universit~ du Sart-Tilman, B-4000 Liege (Belgique). 
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MATERIEL ET METHODES 

(1) Culture des algues 
Les algues Acetabularia mediterranea Lamouroux [2], sont cultiv~es selon 

la m~thode d~crite auparavant [3, 4], ~ 20 ° ± 1 ° et ~ 1800--2000 lux (Tubes 
Phytor, LF-40 W, ACEC), la lumi~re ~tant donn~e pendant 12 h, entre 8 h du 
matin et 8 h du soir. 

(2) A nucl~ation des algues 
Les algues sont a n u c l ~ s  au stade 4 [5] en coupant la partie basale (5 mm) 

du siphon axial [6]. On obtient ainsi une algue anucl~e  capable de se diff~- 
rencier en l'absence du noyau, et un fragment nuc l~  basal qui r~g~n~re le plus 
souvent un nouveau siphon axial apr~s quelques jours. Cependant, un nombre 
limit~ (environ 10 % dans nos conditions exp~rimentales) de fragments nucleus 
basa,~ ne r~g~n~re que plusieurs semaines apr~s ramputation du siphon. 

(3) Extraction et traitement des chloroplastes 
Plusieurs essais pr~liminaires ont montr~ qu'une purification des chloro- 

plastes par centrifugation sur gradient discontinu de saccharose donne des 
organites ayant des spectres d'6mission plus altar, s que ceux de la figure lB. 
Afin de mieux preserver les chloroplastes, nous homog~n6isons rapidement les 
algues dans le tampon de Shephard et Levin [7], et nous r~coltons les chloro- 
plastes (contamin~s par d'autres constituants cellulaires) sur un ffltre Millipore 
muni d 'un pr~ffltre qui retient les fragments des patois cellulaires. Cette opera- 
tion ne dure que quelques minutes. Le ffltre Millipore est ensure fix~ sur le 
type de portoir d~crit par Sironval et al. [8] et le spectre d'~mission de 
fluorescence dr1 aux chloroplastes est obtenu ~ raide d 'un fluorimStre Zeiss 
[8, 9]. Les traitements chaud, froid sont effectu~s selon la proc~lure d~crite 
pr~c~demment [1], appliqu~e au ffltre Mfllipore. Dans ces conditions, les 
chloroplastes restent sur le ffltre, prot~g6s par la fen~tre en cellophane du 
portoir. 

RESULTATS 

(1) Effet de l'extraction des chloroplastes suivie de transitions brusques de 
temperature ( traitements chaud-froid) sur le spectre d'~mission de fluorescence 
~77°K  

La Fig. I mot tre ies spectres d'~mission de fluorescence ~ 77 ° K des chlor~ 
plastes situ~s da~Ls les zones apicale (a) et basale (b) d'Ac~tabulaire in situ au 
stade 4 [5]. On obtient un spectre du m~me type pour les deux zones, com- 
portant une large ~mission essentiellement r~partie entre 685 et 730 nm. 
Lorsqu'on extrait les chloroplastes de l'apex (Fig. 1, c), et de la base (Fig. 1, d), 
le spectre semodifie, et les chloroplastes des deux zones paraissent alors nette- 
ment diff~rents. L'extraction accro~t la contribution de l'~mission ~ 720 nm 
chez les chloroplastes apicaux, alors qu'elle souligne la contribution de l'~mi~ 
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Fig. 1. A. Species d'~missJon ~ la t~mp~rature de l '~ote liquide de la r~gion apicale (a) et 
basale (b) de cellules d'Ac~tabulaires intactes (nuclides). B. Spectres d'~mission de chloro- 
plastes extraits de la partie apicale (c) et basale (d) de cellules intactes (nuclides). C. Spectres 
d'~mission des m~mes chloroplastes (e, f) queen  B, mais apr~s 20 traitements chaud-froid. 
Afin de gagner de la place, on n'a pas repr~sentfi la ligne de base des spectres; seule la forme 
de l'~mission est ~ consid(~rer. Le traitement chaud-froid est effectu~ dans les conditions 
d~crites darts MATERIEL ET METHODES et dans un travail precedent [ 1]. 

sion ~ 685-690 nm chez les chloroplastes basaux. Les deux types de plastes 
sont d~finis par les spectres c, d, e, f de la figure I comme suit: 

(a) Le type apical: (1) les ~missions ~ 700 et 720 nm dominent par rapport 
l'6mission ~ 685 nm (Fig. 1, c); (2) 20 traitements chaud-froid appliques aux 

plastes apr~s leur extraction accroissent encore la contribution de l'~mission 
720 nm, de sorte que le rapport: 

IntensitY* de l'~mission ~ 685 nm 

IntensitY* de l'~mission ~ 720 nm 
"~685 

En0 

est compris entre 0.5 et 0.3 apr~s les 20 traitements (Fig. 1, e). 
(b) Le type basal: (1) l'~mission ~ 685--690 nm domine par rapport aux 

~missions ~ 700 et 720 nm (Fig. 1, d); (2) 20 traitements chaud-froid, ap- 
pliques apr~s l'extraction, accroissent la contribution de l'~mission ~ 720 nm, 
mais le rapport E6ss/E~20 reste ~gal ou sup~rieur ~ 0.5 apr~s les 20 traitements 
(Fig. 1, f). 

(2) Fluorescence ~ 77 ° K des chloroplastes extraits d'algues anucl~es qui 
r~gdn}rent 

Au moment de l'anucl~ation au stade 4 [5], et aussitbt apr~s, les chloro- 
plastes extraits de l'apex se distinguent de ceux provenant de la partie sub- 
basale par les caract~res de leur ~mission de fluorescence d~finissant les types 
apicaux et basaux (Fig. 1, c et d). 6 jours plus tard, la fluorescence des chloro- 
plastes provenant de la partie apicale (Fig. 2, a) et de la partie sub-basale 

*Hauteurs relatives de l'~mission ~ 685 et "/20 nm. 
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Fig. 2. A. En haut: spectres d'~mission des ehloroplastes extraits de la partie apieale (a) et 
sub-basale (b) d'algues anuel~es depuis 6 jours. En has: spectres d'~mission des m~mes 
chloroplastes (a', b') apr~s 20 traitements ehaud-froid. B. En haut: spectres d'~mission des 
chloroplastes extraits de la pattie apieale (c), eentrale (d) et sub-basale (e) d'algues anucl6~es 
de]pub 27 |ours. En bas: speetres d'~mission des m~mes ehloroplastes (e', d', e') apr~s 
20 traitements chaud-froid. Voir l~gende de la Fig. 1. 

Fig. 3. A. En haut: spectres d '~ission des chloroplastes de ia pattie apicale (a) et basale (b) 
de fragments nucleus basaux en r~g6n~ration depuis 6 jours. En has: spectres d'6mission des 
m~mes chloroplastes (a', b') apr~s 20 traitements chaud-froid. B. En haut: spectres d'6mis- 
sion des chloroplastes extraits de la pattie apicale (c) et basale (d) de fragments nucleus 
basaux en r~g~n~ration depuis 27 jours. En bas: spectres d'6mission des m~mes chloro- 
plastes (c', d') apr~s 20 traitements chaud-froid. Voir l~gende de la Fig. 1. 

(Fig. 2, b) est de type apical; ~ ce moment, les algues anucl~es n'ont pas 
encore initi~ l'&bauche du chapeau. 10 jours plus tard, lorsque les algues 
anucl~es ont form& un chapeau de 2 mm de diamc~e (stade 7) [5], les chloro- 
plastes provenant de l'apex ~mettent une fluorescence de type apical, mats 
ceux de la partie sub-basale ont r~acquis une fluorescence de type basal. Cette 
situation s'accentue par la suite. 

Les fragments anucl~s depuis 27 jours, et qui croissent, ont form~ un 
chapeau de 3 mm de diamStre. La fluorescence des chloroplastes extraits de 
l'apex est de type apical (Fig. 2, c); ceux extraits de la pattie sub-basale 
montrent une fluorescence de type basal (Fig. 2, e#. La croissance est alors 
suffisante pour observer les chloroplastes de la partie centrale; la fluorescence 
~mise par les chloroplastes est interm~diaire entre les types apical et basal 
(Fig. 2, d). 

Lorsqu'on applique une s~rie de traitements chaud-froid aux chloroplastes 
extraits des cellules anucl~es depuis 6 jours (Fig. 2, a' et b') ou depuis 27 jours 
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(Fig. 2, c', d' et e'), l'6mission entre 695 et 730 nm s'accroit relativement 
celle ~ 685 nm. 

(3) Fluorescence ~ 77 ° K des chloroplastes extraits de fragments nucl~& 
basaux 

Au d6part, la fluorescence de ces chloroplastes est de type basal. Apr6s 
6 jours, certains fragments ont r6g6n6r6 un siphon axial de 4 ram; d'autres 
(environ 10 %) n 'ont  pas 6volu6. Les chloroplastes extraits de la partie apicale 
et basale des fragments qui r6g6n6rent, pr&entent tous une fluorescence de 
type basal (Fig. 3, a et b). II en va de m~me des chloroplastes des fragments 
qui n'ont pas r6g6n6r6. Apr6s 27 jours, les fragments qui r6g6n6rent ont un 
siphon axial de 17 mm. La fluorescence des chloroplastes extraits de l'apex du 
siphon axial tend vers le type apical (Fig. 3, c), tandis que celle des chloro- 
plastes provenant de la base est caract6ristique du type basal (Fig. 3, d). M~me 
apr~s 27 jours~ les chloroplastes extraits des fragments nucl~s qui ne r~g& 
n~rent pas ont conserv~ le caract~re basal (Fig. 4, a). 

Apr~s une s~rie de traitements chaud-froid, on observe un accroissement de 
l'~mission entre 695 et 730 nm par rapport ~ celle ~ 685 nm, pour les chlor~ 
plastes provenant des fragments basaux qui r~g~n~rent (Fig. 3, a', b', c' et d') 
ou qui ne r~g~n~rent pas (Fig. 4, a'). 
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Fig. 4. Spectres d'~mission des chloroplastes extraits des fragments nucl~s basaux n'ayant 
pas r~g~n~r~, 27 jours apr~s l'amputation du siphon axial. (a), spectre au d6part; (a'), spectre 
apr6s 20 traitements chaud-froid. Voir 16gende de la Fig. 1. 
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DISCUSSION 

Les spectres a e t  b de la Fig. 1 correspondent ~ ceux en tiret~ publi~s dans la 
r~f. 1 (fig. 1) pour les r~gions apicale et basale de l'algue intacte au stade 4 [5]. 
On a am~lior~, dans le present travail, la r~solution des spectres en r~duisant la 
fente d'entr~e du spectrophotom~tre d'un facteur 3. 

L'extraction des chloroplastes accentue la difference entre les ~missions de 
fluorescence des plastes de la r~gion apicale et de la r~gion basale. On doit ad- 
mettre que les chloroplastes apicaux sont effectivement diff~rents des chlorc~ 
plastes basaux, comme cela est sugg~r~ par les observations ultramicroscopiques 
[10, 14]. En elle-m~me, la difference n'est pas due ~ renvironnement des 
chloroplastes dans la cellule puisqu'ils se distinguent apr~s extraction; rinhomo- 
g~n~it~ leur est intrins~que. 

Les spectres d'~mission ~ basse temperature peuvent ~tre consid~r~s comme 
refl~tant l'~tat d'organisation des lamelles plastidales de la population de 
chloroplastes ~tudi~e. En l'absence.de r~actions photochimiques, ~ 77 ° K, les 
complexes prot~ine~pigments absorbant ~ grande longueur d'onde ~mettent 
r~nergie r~colt~ par les pigments absorbant ~ longueur d'onde plus faible, et 
qui leur est transferee. Le transfert suppose une certaine organ~sation lamel- 
laire. La chlorophylle peut ~tre consid~r~e dans ces conditions comme un 
marqueur fluorescent de l'~tat de cette organisation. 

L'administration des traitements chaud-froid provoque un accroissement 
relat}f de l'~nission ~ 710 nm, mais contrairement ~ ce qui a ~t~ observ~ ant~- 
rieurement in situ [1], les chloroplastes extraits de la r~gion apicale ne se corn- 
portent pas ~ cet ~gard diff~remment de ceux provenant de la r~gion basale. 
On ne constate pas, par exemple, que, chez les chloroplastes de l'apex, les 
traitements chaud-froid, m~me r~p~t~s 20 fois, accroissent l'~mission ~ 685 nm, 
comme c'est le cas in situ [1]. Ceci sugg~re que l'environnement des chloro- 
plastes au sein de la cellule agit sur les modifications provoqu~es par les traite- 
ments chaud-froid. II n'est d'ailleurs pas exclu que renvironnement agisse ~gale- 
ment lors de l'extraction. 

L'application de la technique d'~mission de fluorescence ~ 77 ° K, en rue de 
distinguer le caract~re apical ou basal des chloroplastes, est illustr~e par les 
experiences d'anucl6ation et de r~g~n(~ration. La Fig. 2 montre sans ~quivoque 
la presence de chloroplastes apicaux dans la r~ ion  sub-basale d'algues 
anucl~es depuis 6 jours et de chloroplastes basaux dans cette m~me r~gion, 
21 jours plus tard. La Fig. 3 prouve que la pattie apicale des fragments nucleus 
basaux en r~g~n~ration contient des chloroplastes basaux et apicaux respective- 
ment 6 et 27 jours apr~s le sectionnement du siphon axial. 

L'6volution de la population plastidale dans la r~gion sub-basale des frag- 
ments anucl~s est particuli~zement int~ressante et m~rite certainement d'etre 
~tudi~e plus en d~tail. Il est surprenant, en effet, de constater que 6 jours 
apr~s ranucl~ation les chloroplastes de cette r~gion sont apicaux. On s'atten- 
drait plut~t ~ ce qu'ils restent basaux. En rabsence du noyau, tout  se passe 
donc comme si le gradient apico-basal de l'~mission de fluorescence disparais. 
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sait temporairement pour r~appara~tre plus tard. Ce que l'on observe pour la 
pattie apicale des fragments nucleus basaux en r~g~n~ration depuis 6 jours est 
~galement surprenant: les chloroplastes sont nettement de type basal, alors 
qu'on s'attendrait ~ ce qu'ils tendent vers le type apical. On sait, en effet, que 
d~j~ 3 jours apr~s le sectionnement du siphon axial, la population plastidale de 
la nouveUe zone apicale des fragments nucleus basaux subit des transforma- 
tions morphologiques importantes [ 14]. Certains chloroplastes de cette zone 
sont, par exemple, constitu~s d'ur, e pattie nettement basale et d'une pattie 
"sou~apicale" [ 14]. 

Comment expliquer cette discordance entre les donn~es de l'~mission de 
fluorescence et celles de la microscopie ~lectronique? Elle pourrait ~tre plus 
apparente que r~elle. Il se pourrait, par exemple, que les chloroplastes de la 
pattie apicale des fragments nucleus basaux en r~g~n~ration maintiennent, 
pendant au moins 6 jours, des lameUes ayant une organisation stmcturale de 
type basale, malgr~ que leur aspect g~n~ral au microscope ~lectronique ait subi 
des changements. 

Nos r~sultats incitent ~ penser que les facteurs qui r~gissent la diff~rencia- 
tion des chloroplastes en rabsence du noyau devraient avoir une vie relative- 
ment longue (10 ~ 20 jours) dans l'hypoth~se o5 ils seraient soumis au 
contrSle nucl~aire [ 10]. 

De toute mani~re, on doit se poser la question de la nature de l'organite 
auquel le m~canisme m~me de la diff~renciation s'applique. Les chloroplastes 
d'un type d~rivent-ils de ceux d'un autre type? Ou d~rivent.ils de protoplastes 
rest~s ~ l'~tat latent, sortes d'initiales plastidales au sens de Frey-Wyssling? [11 ]. 
A cet ~gard, fl est int~ressant de rappeler que les chloroplastes d'Acetabularia 
mediaterranea non seulement sont capables de se diviser [ 10, 12], mais 
donnent naissance aussi ~ des structures semblables au~ protoplastes [ 13]. En 
outre, le r~cent travail de Hoursiangou-Neubmn et Puiseux-Dao [ 14 ] st:gg~re 
que des plastes "de type banal" peuvent se transformer en plastes basaux et 
que de gros plastes basaux peuvent donner naissance ~ des plastes-fils de type 
apical. La diff~renciation des plastes d'Acetabularia pourrait ne pas ~tre irrever- 
sible, des plastes d~j~ ~g~s (basaux) pouvant "se rajeunir" sous le contrble du 
noyau. En outre, cette diff~renciation a lieu dans la m~me cellule selon un 
gradient apico-basal, ce qui constitue en soi un fait remarquable. Une ~tude 
plus d~taill~e de l'~mission de fluorescence des chloroplastes provenant 
d'algues anucl~es et de fragments nucleus basaux en r~g~n~ration, coupl~e 
l'examen de l'ultrastmct'.lre de leurs lamelles, devrait faire mieux comprendre 
les ph~nom~nes d~crits. 

RESUME 

L'~mission de fluorescence ~ 77 ° K foumit un crit~re qui distingue les chloro- 
plastes du sommet du siphonde l'Ac~tabulaire au stade 4, des chloroplastes de 
la base. L'extraction des chloroplastes accro~t les differences entre les ~missions 
de ces deux types de chloroplastes. En utilisant l'~mission de fluorescence 



216 

77 ° K, on peut mettre en ~vidence et suivre au cours du temps la diff~rencia- 
tion des plastes pendant la r~g~n~ration des fragments anucl~s ou nucleus de 
l'algue. 
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