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INTRODUCTION

Alors que 1l'influence de la lumiére et de la tempéra-
ture dans le déterminisme de la floraison des Angiospermes a été mise en
évidence dds les années 1920-1930, ce n'est qu'ad wne époque relativement
récente que ces mémes facteurs ont &té& utilisés de manicre systématique
pour induire la sexualisation chez les Cryptogames. Les "spores', sexuées
ou non, des Algues et des Champignons semblaient se former dans la nature

d'une maniére fortuite et leur production An vivo était rare et aléatoire.

La maitrise des facteurs de 1l'environnement influen-
cant la morphogénése et la sexualité des Algues en culture n'a été acquise
que récemment (3 partir des années 50 environ) grace & l'utilisation de
chambres de cultures plus ou moins perfectionnées. C'est ainsi que la con-
naissance de 1l'écophysiologie de ces Thallophytes a pu progresser, surtout
en ce qui concerne 1l'influence de la température et de la lumiére sur le

cycle sexué.

Le travail de LACOSTE (1965), montrant 1'influence des
facteurs externes sur la sexualisation d'un Ascomycéte, et la rareté des
observations de zygospores de Desmidiées que nous_avions pu constater au
cours de nos études du peupleﬁeht algal des milieux acides du Nord de lsa
France (DELAHAYE et DUBOIS-TYLSKI, 1965 ; DUBOIS-TYLSKI, 1966 et 1969) nous
ont suggéré la recherche des facteurs pouvant provoquer la sexualisation
dans ce groupe d'Algues vertes unicellulaires, ol les individus haploides
conjuguent en général deux par deux pour former des zygospores diploides.
Le terme "Desmidides" désignant les Zygophycées unicellulaires rarement réu-
nies en filaments n'est pas un terme de nomenclature trés précis mais comme

il est consacré -par 1'usage nous continuerons & l'utiliser par commodité.
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PREMIERE  PARTIE

Chapitre | : RESULTATS des OBSERVATIONS et des TRAVAUX ANTERIEURS
RELATIFS a la SEXUALISATION des DESMIDIEES.

1.1 - HI STORTIQUE.

Tous les auteurs qui ont observé des Desmidiées insistent sur la
rareté de leur reproduction sexufe dans les conditions naturelles ; ils re-
marguent également que dans les cas rares ol elle se produit elle affecte
pratiquement toute la‘population. Des espéces et des genres différents
sexualisent en méme temps, et en grande sbondance, indiquant ainsi que la
réponse sexuelle est probablement induite pour des espéces différentes par

la méme combinaison de facteurs de l'environnement.

Les premiers chercheurs (DE BARY, 1858 ; KLEBAHN, 1891) obtinrent
parfols des zygospores en transportant des populations naturelles au lsbora-
toire. KIEBS (1896) provoqua la sexualisation du Cosmarium botrhytis en im-
mergeant les cellules dans une solution de saccharose, et celle du CLos te~
nium Lunula en augmentant 1'éclairement. Ensuite, pendant une longue période,
ceux qui utilisSrent des cultures unialgales ou clonales ne réussirent plus
8 obtenir la reproduction sexufe au laboratoire. Seul LEFEVRE (1937) observa
par hasard, une fois & la fin du printemps, une autre fois en hiver, des zy-
gospores dans une culture de CLosterium acerosum homothallique, sans pouvoir

ensuite reproduire le phénoméne.

Dans la premiére moitié du ¥XXeme sidcle, on ne mentionne donc prati-
gquement aucune expéfience d'obtention systématique de zygospores en culture.
Il n'est fait état que d'observations for%uites sur le terrain, parfois
accompagnées d'indications précises de dates. Nous ne rappelons que quelques-
unes de ces observations. On trouvera dans KRIEGER (1937) et dans TASSIGNY

(1971a) des listes bibliographiques tré@s complétes sur ce sujet.




COMERE (1906) mentionne des sporulations dans des "collections d'eau

temporaires" du Midi de la France, pendant la période estivale.

FRITSCH et RICH (1913) observent des zygospores de CLosterium kit-
zingii en mai 1906 et celles d'un Stauwrastium en juillet 1908 en Grande-
Bretagne.

ALLORGE et al. signalent le plus grand nombre d'espéces en conjugai-~

son en Sologne (1925) puis en Galice (1930), pendant la période estivale.

HOMFELD (1929) décrit de nombreuses zygospores de Desmidiées en

Allemagne du Nord sans toujours préciser la date. .

C'est & partir des trés nombreuses observations de terrain de di-
vers auteurs, que nous ne pouvons citer tous, que sont repris la plupart des
dessins de zygospores qui illustrent les monographies sur les Desmidifes

de WEST & WEST (1904-1923) et de KRIEGER (1937).

D'aprés LEFEVRE et MANGUIN (1938), 1'opinion généralement admise &
1'époque est que les zygospores de Desmidiées sont formées au début de la sai-
son froide et sont des organes de résistance au froid. Leurs propres observa-—
tions dans divers étangs de la région parisienne montrent que les Desmidiées
sont capables de résister et méme de se multiplier 3 des températures trés bas-—
ses, mais ils n'observent aucune zygospore en hiver (pas plus d'ailleurs qu'en
été dans les memes stations...). Plusieurs hypothéses sont avancées pour expli-
quer la reproduction sexuée des Desmidiées
-~ le role prépondérant de la lumiére dans la sexualisation des Algues et des
Champignons est pressenti par KLEBS dés 1896

— pour COMERE (1906) c'est 1'€lévation de température et 1'ass&chement des
"collections d'eau" qui provoquent la sexualisation en masse ;

- TRANSEAU (1916) suggdre que la conjugaison ne peut intervenir qu''aprds un

grand nombre de multiplications végétatives : la reproduction sexufe des Algues
coincide avec leur maximum d'abondance et marque trés souvent la fin de leur
période de croissance active' ;

~ cependant DUCELLIER (1915) remarque que dans les tourbiéres de montagne en
voie d'asséchement rapide et oll la tempdrature peut s'élever jusqu'a 30°C on
n'observe jamais de zygospores ;

- enfin, SCHREIBER (1925) insiste sur le r0le de la carence en certains produits
nutritifs, en particulier 1l'azote, dans la sexualisation des Algues vertes en

général.




Toujours d'sprés LEFEVRE et MANGUIN (1938) "il est bien difficile Qe
préciser dans quelles conditions se forment les spores ou zygospores d'Algues.., "
et "les observations relatives aux causes de formation des zygospores sont sou-

vent contradictoires".

VILLERET (1953) obtient des zygospores d'espéces non précisées dans

des conditions non définies.

C'est seulement en 1954 que STARR met au point aux Etats-Unis une
méthode pour 1l'obtention systématique et reproductible de conjugaisons chez les
Desmidides, en particulier chez Cosmarium botrytis var. subtumidum (dont le
nom erroné sera remplacé par celui de Cosmarium twiypinil en 1958). La méthode

est décrite en 1955c.

1.2 - LA METHODE DE STARR POUR L'OBTENTION DE
CONJUGAISONS IN VITRO.

Ies isolements ne sont tentés qu'a partir de populations naturel-
lement sexufes (ce qui étant donné la rareté du phénoméne limite le nombre
des isolements possibles), soit & partir de paires conjugues soit 4 partir de
zygospores. Pour STARR, les facteurs limitant la réponse sexuelle du Cosmarium
botrytis var. subtumidum sont : la lumiére, la composition du milieu et la te-

neur en COp atmosphérique.

L'obtention routinidre de zygospores se fait en ensemengant en méme
temps deux souches compatibles d'une espéce hétérothallique, &dgées de 1 mois

environ, dans un verre de montre contenant un milieu appauvri, et placé dans

une bolte de Pétri au fond de lagquelle on verse une sclution de bicarbonate de
sodium & 5 %. Les cultures sont exposégs 3 la lumilre (environ 5.000 lux) de
tubes fluorescents "warm-white" pendant 18 heures sur 2L. La température varie
de 20 & 23°C. La suppression du CO, par 1l'addition de NaOH au fond de la bolte
de Pétri empéche la conjugaison. Les zygospores sont obtenues, en général apres
une bipartition, 2 & 4 jours aprés l'inoculation, d'abord sur le pourtour du

verre de montre.



Par cette méthode, plusieurs auteurs sont parvenus & provoguer de
maniére reproductible la reproduction sexuée de diverses especes de Desmidiées,
FOX (1957) obtient la sexualisation de CLodterium moniliferum et ses travaux
sont repris par LIPPERT (1967) sur C. monififerum et C. ehrnenbergidi. COOK (1963)
induit la formation de zygospores chez plusieurs espéces de CLosLerium. STARR
et RAYBURN (196k4) provoquent la formation de spores chez Mesotaenium kramstal
et GEITLER (1965) 1l'observe chez Mesotaenium dodekahedron. BIEBEL (196k4) étudie
la sexualisation et la germination de Netrium digifus. KIES obtient des spores
de CLosternium acerosum (1964), Roya obtusa (1967) et Micrasterias papillifera
(1968). BRANDHAM et GODWARD (1965a) décrivent des conjugaisons chez CLosferium
Kaébﬁe/ém, C. acerosum, C. siliqua, C. kitzingii, Stawrastrum denticulatum et
S. polymonphum. HOSHAW et HILTON (1966) observent le cycle sexué de Spinrotaenia
condensata. LING et TYLER (1972) induisent la conjugaison chez PLewrctaenium
ehnenbengidi. ICHIMURA (1972) obtient la conjugaison ‘de CLosferium stnigosum
et VIDYAVATI (1973a et b) celle de CLosterlum acerosum et de Cosmanium aurlou-
Latum., COESEL et TEIXEIRA (197h) aprés avoir isolé 120 clones de Desmidiées
n'cbtiennent la sexualisation que pour 3 d'entre eux, dont CLosterium mondlli-
ferum.

Tous ces auteurs utilisent soit des zygospores récoltées dans la boue
du fond des mares et conservées 3 sec, soit des populations naturelles sexufes,
et appliquent strictement la technique de STARR sans faire varier aucun des

facteurs.

1.3 - BUT DU PRESENT TRAVAIL.

D'une manidre générale ces expériences sont positives mais les rende-
ments en sont faibles : BIEBEL (196L4) ne signale chez Netrnium digifus que 1k
cellules sexudes pour 1000 cellules végétatives. Les résultats sont obtenus
3 partir de cultures 8gfes (un mois le plus souvent) dé€jé en phase de sénes-

cence ..




Il nous a semblé intéressant de partir de populations végétatives
(d'ailleurs nous n'avons jamais rencontré de zygospores en masse dans le Nord
de la France), et d'essayer d'obtenir un maximum de zygospores, le plus rapi-

dement possible, en faisant varier les conditions de l'environnement, de ma-

o7

niére & élucider le déterminisme de la sexualisation chez une Cryptogame

chlorophylle.

Nous avons isolé plusieurs clones de Cosmarnium, Mlcrasterias, Cuas-
Trum, CLosterium, Netnium, ete..., provenant soit de tourbiéres des Ardennes,
soit de cuvettes & Sphaignes du Nord ou du Pas-de—Calais. Les seuls résultats
positifs ont été obtenus avec des espéces de Closferium homothalligues
C. nostratum, C. venus, C. acutum et C. moniliferum. En raison de sa taille
et de ses facilités de culture, c'est ce dernier qui a &té retenu pour 1l'es-
sentiel de 1'expérimentation. Les premiers essais ont été effectués avec des
cultures non axéniques, mais ensuite des cultures pures ont &té obtenues ; sur
milieu favorable, elles peuvent sexualiser avec presque autant d'intensité qus

les cultures non axénigues.

Aﬁrés avoir mis au point une technique d'obtention des stades sexués
de maniére reproductible, nous avons pu en effectuer 1'étude ultrastructurale.
Celle-ci fera l'objet, pour plus de commodité, de la seconde partie, essentiel-
lement descriptive. Les conditions dans lesquelles ces stades sexués peuvent

8tre obtenus seront traitées dans la troisiéme partie.




Chapitre 1l : MATERIEL et TECHNIQUES GENERALES de CULTURE.

IT.1 - POSITION SYSTEMATIQUE DE.LA SOUCHE UTILISEE.

Nous avons isolé plusieurs clones d'une forme de CLosferium prélevée
3 1'état végbtatif en septembre 1968 dans une mare 3 Spheignes du Pré Communél
de Wardrecques (Pas-de-Calais) dont le pH variait de 5 & 6. Aucune zygospore
n'a été observée ni dans les prélévements ni dans la boue du fond de la mare.

Il s'agit d'une espéce benthique de grande taille.

Tous les clones sont identiques par leur comportement et leur morpho-
logie, ce qui laisse penser que le peuplement de la mare a pu s'effectuer & par-

tir d'une seule cellule & l'origine.

Les CLosterium sont des Algues vertes unicellulaires. Si 1l'on suit
la terminologie de BOURRELLY (1972), il faut les placer dans 1'embranchement
des Chlorophytes, ou Chlorophycophytes, dans la classe des Zygophycées, dans

1'ordre des Desmidiales, et dans la famille des Clostériacées.

MIX (1973), considérant la structure de la paroi, les place dans la
classe des Conjugatophyceae, dans 1l'ordre des Desmidiales (Placodermae), dans

le sous-ordre des Archidesmidiinées, et dans la famille des Clostériacées.

Pour STEWART (1974) ils appartiennent 2 la classe des Chlorophyceae
et & 1'ordre des Desmidiales.

-~

I1 s'agit a'un type de CLosterium & cellules en forme de croissant
dont les moitiés symétriques portent le nom d'hémisomates. La paroi est lisse,

incolore et dépourvue de "ceintures", c'est & dire des traces circulaires des



bipartitions successives. Chaque hémisomate renferme un chloroplaste de grande
taille (chromatophore), & section étoilée; ol les pyrénoides en ncmbre variable
(2 & 5) sont disposés en file. Le critére de taille seul (L : 160 - 80 ym ;71 -
26 - 21 ym) nous améne en suivant la clé de détermination de KRIEGER (1937)

au CLosterium Leibleinil Kitz (140 ~ 2L um) plutdt qu'au Closterium monilife-
num (Bory) Ehremb. (250 - 42 pm). Mais COOK (1963) a montré que par sa repro-
duction sexuée C. Leibfeinil se rapprochait davantage du groupe venus-dianae
que du groupe monilliferum. P. BOURRELLY et B. LIPPERT qui ont bien voulu
examiner cette souche sont d'accord pour y voir une forme de C. mondlfiferum

a4 cellules plus petites, moins courbées et moins renflées au centre que celles

du type. En outre, cette forme est nettement acidiphiie alors que le type se

trouve plutSt dans les eaux eutrophes & pH neutre ou légérement basique.

L'espéce étudiée par BRANDHAM (1965a) sous le nom de CLosZesrium
s{Liqua West & West ne ressemble par sa morphologie végétative et sexuelle
ni au C. Littorale Gay donné en synonymie par KRIEGER (1937) ni au C. £itforale
étudié en microscopie électronique par PICKETT-HEAPS et FOWKE (1971). Elle pré-

sente par contre de grandes analogies avec l'espéce que nous étudions.

I1.2 - DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE.

La morphologie des individus végétatifs varie avec les conditions

de culture ; le rapport 1/L par exemple varie entre 0,16 (21°C, 1300 lux) et
0,22 (21°C, 2600 lux). Les cellules sont en forme de croissant faiblement
courbé, légdrement renflé au centre (Pl. I, fig. 1). Elles sont limitées par
une enveloppe pecto-cellulosique, colorable par le rouge de ruthénium, le
réactif phosphorique iodé de MANGIN, et faiblement par le chlorure de zinc iod?.
A chaque extrémité de la cellule, du c6té concave, se trouve un pore & mucileage
de grande taille ; le mucilage excrété par ces pores terminaux joue un rdle
dens la locomotion et 1'on peut colorer au rouge de ruthénium les traces circu-

laires laissées par les cellules sur la gélose. Contrairement & ce que nous




avons pu observer chez diverses espéces de Cosmarium et de Micrasterias nous
n'avons pu mettre ici en &vidence aucun phototopotactisme : la direction de 1la
source de lumiére par rapport & la culture ne semble pas avoir d'importance.
Par contre, 1'Algue réagit aux différences d'intensité de 1'éclairement et
manifeste un photophobotactisme dont nous décrivons les effets p. 12 . En outre,
il semble que des rangées de pores plus petits se trouvent sur toute la surface
cellulaire. Ils ont été& mis en évidence ‘dans une condition de culture ol la
proportion de chélate de fer avait €té accidentellement doublée. Aprés fixation
au mélange 3/1 [3 parties d'éthanol ebsolu et 1 partie d'acide acétique glaciall,
la surface des cellules &tait couverte de verrues brunftres alignées leur don-
nant 1l'aspect "punctatum" dcrit par KRIEGER (1937) pour diverses espdces de
CLosterium et que LEFEVRE et BOURRELLY (1938) interprétent comme des excrétions
plus ou moins pathologiques. Les &tudes de MIX (1969) au microscope électroni-
que ont confirmé la présence de ces pores chez de nombreuses espdces de CLos-
Zerium, dont mondlliferum.

Chacun des deux chrometophores montre une section €toilée 3 6 ou 8
crétes longitudinales. Le nombre de pyrénoides (2 & 5 par chromatophore) varie
avec les conditions de culture : il diminue en lumidre atténuée. Les pyrénoides
sont entourés d'emidon, que l'on trouve également dans les crétes du plaste.

Le noyau volumineux (diameétre : 10 um environ) 3 nucléole trds apparent, occupe
une position centrale. Des vacuoles de grande taille se trouvent entre les
crétes dés chromatophores. Les vacuoles terminales renferment seulement 2 ou 3

cristaux de gypse, parfois méme aucun.

Pour rendre plus compréhensible la suite de 1'exposé, nous décrivons
briévement sur la fig. 1 les stades de la conjugaison et le déroulement de
celle-ci en fonction de 1'éclairement qui s'est révélé &tre pour cette espéce

particuliére le facteur déterminant de la sexualisation.

Aprés une période de maturation et de dormance qui dure un mois et
demi environ, les zygospores conservées 3 la lumiére & la température ambiante
peuvent germer spontanément, avec ou sans réhydratation de la gélose. C'est
au moment de la gefmination qu'a lieu la-fusion des noyaux gamfétiques, immé-
diatement suivie d'une méiose. Deux jeunes individus, d'abord binucléés, puis
uninucléés par dégénérescence de 1'un des noyaux, résultent de ce processus.
Dans des conditions d'éclairement favorables, ils peuvent se sexualiser aprés

une seule bipartition végétative.

Il s'agit d'un organisme & cycle monogénétique haplophasique.
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Fig.1 _Déroulement des phases de la conjugaison chez le C.moniliferum.

11.3 - TECHNIQUES DE CULTURE.

a ~ Isolement :

Les individus végétatifs sont prélevés en conditions stériles & partir
du milieu d'origine & la micropipette sous la loupe binoculaire, lavés une di-
zaine de fois dans un milieu nutritif stérile selon la technique de PRINGSHEIM
(1967) puis mis en culture sur milieu solidifié par le Bacto Agar Difco &
15 g.1” 1, en boltes de Pétri fermées par du ruban adhésif. Les souches ainsi

obtenues sont unialgales mais non axéniques.

Plusieurs milieux pour culture d'Algues d'eau douce, décrits par
STARR (1964) ont été essayés. Au départ, celui qui a donné la multiplication la
plus rapide est le milieu de WARIS (1953), dont la composition est donnée dans

le paragraphe "Influence du milieu" p. T4 .

La culture sur milieu solide ne peut s'appliquer gu'aux espéces

subaériennes ou benthiques, mais elle présente de multiples avantages, en
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particulier une observation trés facile des colonies & travers la gélose. Cha-
que clone peut €tre rapidement isolé, et les clones sexuels rigoureusement

sélectionnés.

b - Obtention de souches axéniques

Les premicéres expériences de sexualisation ont été effectuées avec
des cultures non axéniques. Parallélement, nous avons tenté d'iscler des cultu-
res axéniques par l'utilisation d'antibiotiques aprés avoir effectué un anti-
bilogramme sur les cultures mixtes. Chloramphénicol, kanamycine, néomycine,
streptomycine se sont tous révélés plus toxiques pour les Algues que pour les
Bactéries. Seule la pénicilline & donné des résultats satisfaisants. Le milieu
de culture gélosé est additionné de 2500 U.I.ml”! de "Specilline G" des labo-
ratoires SPECTA. Les cultures, préalablement lavées, demeurent 24 heures en
contact avec ce milieu, en lumiére atténuée, & 20°C. Elles sont ensuite trans-
plantées sur milieu neuf ol elles se'dévelqppent. Environ 10 % des colonies
obtenues sont axéniques. Elles sont isolées rapidement et multipliées. Un con-
trole est effectué sur milieu nutritif Standard pour Bactéries mais MACHLIS
(1973) insiste sur le fait qu'un contrdle supplémentaire s'impose au microscope
car certaines Bactéries qui se développent mal sur milieu Standard peuvent

”~ - -
néanmoins contaminer les souches.

Un contact de plus de 24 heures avec le milieu additionné d'antibio-
tique, une concentration plus élevée de celui-ci, ou un éclairement intense

pendant la périocde de contact empéchent la division ultérieure des cellules.

La plupart des colonies axéniques, bien que présentant une bonne
croissance végétative ne sexualisent pas lorsqu'elles sont placées en conditions
normelement inductrices. Sur 2100 sous—clones, 6 seulement ont restauré leurs
potentialités sexuelles, et leurs réponses ultérieures n'ont pas €té aussi
régulidres que celles des colonies non axéniques. MACHLIS (1973) a également
observé ce phénoméne i propos d'Oedogonium cardiacum sans pouvoir en expliquer

la cause.
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e - Modifications expérimentales de l'environnement :

Nous disposons d'enceintes conditionnées™ oll peuvent varier la tem-
pérature, 1l'intensité de 1l'éclairement et la longueur de la photopériode. Les
premiéres expériences en lumiére blanche ont été effectuées avec des tubes
fluorescents du type '"blanc brillant de luxe" ; ensuite de meilleurs résultats
ont €té obtenus avec les tubes "Sylvania Gro-lux", en particulier les tubes
"W.S." & large spectre d'émission, riche en radiations rouge sombre.

Les expériences en lumidre monochromatique ont été effectuées d'abor:

de maniére approximative avec des tubes Philips émettant une lumidre "

rouge",
"verte" ou "bleue", et des filtres Rohm et Haas. Ensuite nous avons effectud
deux séjours au Phytotron de Gif-sur-Yvette oll nous avons pu utiliser 1'illu-
minateur spectral. Enfin le laboratoire de Cryptogamie a acquis 4t lampes au
Xénon de U50 watts sur le flux lumineux desquels on interpose des filtres
interférentiels M.T.0. Ce dispositif permet d'cbtenir une gamme de longueurs
d'onde avec une bande passante suffisamment étroite de l'ordre de 10 & 15 nm et

. P oo
un niveau énergétique conveneble.

Les mesures de l'intensité d'éclairement ont été effectuées avec un
luxmdtre pour la lumiére blanche, avec une thermopile Kipp et Zonen couplée
d& un galvanom€tre Philips pour les lumiéres monochromatiques. Les conditions
expérimentales‘précises seront détaillées dans les paragraphes consacrés &

1'action de la lumiére sur la biologie du CLosterium.

d - Technique de conmptage :

Lorsque 1l'éclairement des cultures n'est pas trop intense (< 2500 lux!,
les cellules ont tendance & se disposer en colonies circulaires nettement sé-
parées les unes des autres si l'ensemencement est suffisamment dilué. I1 est
facile de repérer les cellules sexuelles dans ces colonies ; mais les individus
sont plus ou moins superposés.et leur dénombrement n'est pas aisé. Nous avons
trouvé plus commode d'exprimer les résultats en "nombre de colonies sexuelles',

en considérant comme "sexuelles" celles qui présentaient au moins un couple de

LYs

“Cés enceintes conditionnées dépendant soit du laboratoire de Cryptogemie, scéi
du laboratoire de Physiologie végétale de 1'Université des Sciences et Techn>~
ques de Lille.
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cellules appariées, celles-ci, trés sombres, se distinguant nettement des cellu-
les végétatives. Nous tragons sur le fond de la bolte de Pétri un quadrillage

4 maille de 5 mm et nous comptons dans 5 & 10 des carrés pris au hasard le nom-
bre de "colonies végétatives" et le nombre de "colonies sexuelles". Le résultat
est exprimé en "pourcentage de colonies sexuelles", et il n'a qu'une veleur
indicative. La variabilité des résultats d'une culture & une autre pourtant
ensemencée et placde dans des conditions absolument identiques interdit tout
calcul d'erreur ; il est fréquent d'obtenir par exemple dans U boites de Pétri
un résultat sexuel positif et cohérent, et de n'observer dans 2 autres boltes .
identiques qu'une réponse végétative. Il serait plus exact de parler de 'ré-
ponse positive" ou "négative" ; le seul moyen d'obtenir des résultats repro-
ductibles a été d'effectuer un grand nombre d'expériences en &liminant systé-

matiquement les souches qui demeuraient végétatives.

Lorsque l'éclairement est intense ou prolongé, les cellules se disper-
sent sur la gélose sans former de colonies ;. il est plus commode alors de
dénombrer les cellules sexuées par rapport aux cellules demeurées végétatives.
Dans chague bolte 1000 & 1500 cellules sont ainsi dénombrées dans 5 & 10 carrés

pris comme précédemment.

Cette variabilité dans les réponses expérimentales semble fréguente
chez les Desmidiées. BIEBEL (1964) signale : "when a series of tubes is inocu-
lated from.the same culture at the same time, abundant production of spcres
occurs in some tubes while few or none are formed in others". LIPPERT (1973) &
propos d'expériences sur l'action du COp et du pH dans la conjugaison des
C. moniliferum et ehrenbergii remarque également : "... the results were not

as consistent as one may have wished..".
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DEUXIEME PARTIE. MORPHOLOGIE et CYTOLOGIE de | 'ALGUE au COURS
de son CYCLE BIOLOGIQUE.

CHAPITRE | : L'INDIVIDU VEGETATIF.

I.1 - OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE.

I.1.1 Morphologie et cytologie de l'individu quiescent :

Une bréve description morphologique a déjd été donnée p. 7 . Il y e
peu de choses & y ajouter. La paroi de la cellule est entourée d'un abondant
mucilage qui peut €tre mis en évidence par imprégnation de la gélose & 1'encre
de chine, ou par coloration au rouge de ruthénium. Excrété par un des pores
terminaux en grande quantité i1 permet la locomotion de la cellule sur un

substrat solide, en génfral selon une trajectoire circulaire.

En quantité moins importante, plus diffus, il entoure la cellule et

il est vraisemblablement excrété par les pores plus petits alignés & sa surface.

La paroi elle-méme se colore en rouge vif par le rouge de ruthéniunm,
et réagit aux colorants suivants : bleu de méthyleéne, chlorure de zinc iodé,
réactif iodo-sulfurique, réactif iodo-phosphorique, qui la colorent en bleu ;

la réaction est toujours plus faible sur 1'hémisomate néoformé.

La réaction & 1l'acide périodique—Schiff (selon JENSEN 1962 p. 198),
colore vivement en rouge le mﬁcilage périphérique, qui forme une sorte de men-
chon souple que la cellule abandonne au fur et & mesure sur la gélose ; la

paroi se colore également, mais de maniére moins intense.

Le mucilage se dissout dans une solution d'oxalate d'ammonium (0,5 %,

12 h a 70-80°C) ; il est probablement formé de composés pectigues. YEH et
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GIBOR (1970) ont montré que chez CLosterium acerosum le mucilage, qui n'est
dissous que par le lysozyme, est vraisemblablement un polymére "composé au

moins en partie d'acide N-acétyl muramique 1ié& 3 la N-acétyl glucosamine".

La paroi des cellules &gées de 2L heures au moins résiste & 1'extrac-
tion par la soude a 4 % (12 h & 25°C) puis par la soude & 17 % (12 h & 25°C)
et elle est vraisemblablement de nature cellulosique. Les hémisomates néoformés
(jusqu'ad 12 h environ aprés la bipartition) ne résistent pas 3 cette extraction
par la soude ; ils se boursouflent, se distendent et &clatent. Ils sont vrai-
semblablement constitués d'abord de composés pectiques et d'hémicelluloses
("paroi primaire" selon la terminologie de MIX 1972) ; la cellulose se dépose

ensuite massivement lorsque 1l'élongation est terminée.

Le fluorochrome "Calcofluor White ST"X est fréquemment utilisé pour
mettre en évidence les parois cellulosiques (NAGATA et TAKEBE, 1970) en parti-
culier au cours de leur régénération par les protoplastes de Spermatophytes,
bien que sa spécificité pour la cellulose n'ait pas &té démontrée et que des
travaux récents montrent qu'il se fixe sur de nombreux polysaccharides. Utilisé
comme colorant vital & la concentration de 0,0025 % dans le milieu de culture

il provoque dans la paroi du C. mon{liferum €clairé par une lumiére U.V. i

350 nm une fluorescence bleue trds intense (Pl. III, fig. 1 et 2).

L'"auramine", autre fluorochrome,utilisé habituellement pour la mise
en évidence des Mycobactéries, qui est d'apr@s RICHARDS (1941) un colorant
spéeifique de l'acide mycolique, provoque également une fluorescence jaunitre

dans la paroi des cellules du C. moniliferum.

Plusieurs espéces de CLosterium présentent dans leur paroi une accu-
‘mulation de fer. Les jeunes cultures de C. moniliferum ne montrent aucune réac-
tion au ferrocyanure de pbtassium en solution saturée ; elles ne fixent pas de
fer dans leurs parois. Par contre, les cultures &Agées (2 mois ou plus) réagissent
positivement i cette réaction ; les hémisomates Agés montrent une vive colora-
tion de bleu de prusse ; la réaction est moins intense au niveau des hémisomates

. _~ P
les moins agés.

an
Ay

Gracieusement mis d notre disposition par American Cyanamid Co. Bound Brook,
N.J. U.S5.A.
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L'observation du cytoplasme en microscopie photonique n'apporte que
peu de renseignements. Les vacuoles qui se trouvent masquées entre les expan-
sions du plaste &toilé sont mises en évidence par le rouge neutre ou le bleu
de crésyle brillant. Les vacuoles 3 gypse renferment rarement des cristaux en

culture.

Les plastes montrent leurs crétes longitudinales, et leurs pyrénoides
alignés dont le nombre varie de 2 & 5 ?ar plaste selon 1l'intensité de 1'éclaire-
ment. L'amidon, mis en €vidence par le lugol dilué, se présente en plaques
groupées autour des pyrénoides ou dispersées dans le plaste. L'abondance de

l'amidon varie avec 1'éclairement.

Le noyau volumineux dont le diamétre atteint 10 um se trouve au cen-
tre de la cellule entre les deux plastes ; il présente un nucléole réfringent

de grande taille, qui se colore en rouge sombre par le carmin acétique.

I.1.2 La mitose :

Elle a &té étudiée sur des cultures partiellement synchronisées sou-
mises & un éclairement de 16 heures par cycle de 24 heures. Les cellules sont
fix€es & partir du début d'une période sombre, toutes les 30 mn pendant 4 heures,
directement sur la gélose, par le mélange 3/1, et placées au réfrigérateur
pendant au moins 2k heures. Le fixateur est éventuellement renouvelé. Ce temps
de fixation de 24 heures est un minimum, si 1'on ne veut pas &tre géné par
la chlorophylie et 1l'amidon des plastes. Cet amidon est partiellement hydrolysé

au cours de la fixation.

Les cellules sont ensuite placées sur une lame dans une goutte de
carmin acétique ferrique avec un cristal d'alun de potassium (GODWARD, 19L8) ;
la préparation est chauffée jusqu'd noircissement du colorant. La coloration
est améliorée par addition d'une goutte d'hématoxyline acétique selon GAGNIEU
(1949). Les chromosomes punctiformes sont difficilement séparables et leur nu-
mération en mitose est pratiquement impossible comme c'est le cas chez la plu-

part des espdces de CLosterium (GODWARD 1966).

La cellule destinée & se diviser présente une élongation de la région

centrale comprise entre les deux plastes, qui passe de 8 um environ 3 prés de
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15 um. Cette zone claire est nettement visible sur le vivant. Elle présente

une 1égere constriction, conforme & la description rapportée par FRITSCH (1965
mais 34 ce stade nous n'y avons pas observé d'épaississement annulaire interne,
La prophase dure 30 & 45 mn. D&s la métaphase (P1. II, fig. 1), trés courte

(10 mn), le septum annulaire caractdristique du genre CLosferium est nettement
visible au niveau de la légdre constriction signalée plus haut. Au début de
1l'anaphase (Pl1. II, fig. 2), les deux cellules-filles sont séparées sur un tier:
de leur largeur environ et les fibres fusoriales sont tout & fait indépendante:
de la formation du septum qui s'achéve pendant la télophase, trés longue (1 h
environ) (Pl. II, fig. 3). Les deux noyaux néoformés migrent latéralement vers
le tiers de l'ancien hémisomate. Dans la plupart des cas, la division du plaste
s'effectue en méme temps que cette migration. La séparation entre les deux
hémisomates primitifs se fait au niveau du septum. La partie néoformée atteint
sa taille définitive 10 & 12 heures aprés le début de la période obscure. La
paroi cellulosique s'épaissit ensuite et les deux cellules—filles se disposent
téte-béche sur un arc de cercle. La colonie a finalement une forme circulaire ;
d8s le stade 32 cellules, elle mesure 400 & 600 ym de diamdtre et elle est visi-

ble & 1'oeil nu.

I.1.8 Anomalies de la bipartition :

En lumiére continue intense (2660 lux) on n'observe aucun synchronisz:z.
. Des anomalies de division peuvent provogquer la formation de boyaux plurinucléé:z,
1étaux, correspondant & 3 ou L4 cellules, et de cellules binucléées, viables, de
taille plus grande que celle des cellules normales (160 - 210 ym x 30 - 35 um).
On peut ainsi isoler deé clones binucléés, trés insfables ; remis en conditions
normales, ils reviennent rapidement 3 1'état haploide. Mais ainsi que 1'a montré
KALLIO (1953) certains de ces clones peuvent se stabiliser et se révéler diplei-
des. Le stade tétraploide n'a pas été observé. BRANDHAM (1965a) a également ob-
tenu des clones diploides de Closterium s4Liqua West et West, sans traitement
particulier, en éclairant les cultures 12 h éur 2, Ces clones peuvent prove-
nir de cellules ol les deux noyaux iséﬁs d'une mitose se retrouvent acciden—
tellement du méme coté du septum, ou lorsque le septum ne se forme pas. Les de
noysux peuvent alors persister cSte d cbte ou fusionner. De telles fusions ont

été observées chez plusieurs espdces de M{crasterias par KALLIO (1946).
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Figure 2 : Partitions anormales. Culture axénique de 2 mois.

a — cas le plus fréquent : rejet réitéré d'un fragment anucléé du
méme cSté de la cellule végétative.

b - cas peu fréquent : rejet d'un fragment anucléé de part et d'autre
de la cellule végétative.

Dans certaines conditions de culture nous avons observé des figures
anormales (fig. 2), différentes de celles décrites par STARR (1955b) chez
C. didymoioéum, ou par LHOTSKY (1948) chez C. mondliferum sous le nom de
"chlamydospores”, mais proches de celles observées par BRANDHAM (1965b) chez
la m@me espéce. Cependant, la figure d'un tel "akinéte" donnée par BRANDHAM
n'a €t€ que rarement observée par nous (2 % des cas environ). Dans la plupart
des cas, une cellule végétative abandonne, sans division nucléaire apparente
- mais aprés bipartition de 1'un des plastes, un fragment d'hémisomate plus ou
moins long, vert foncé, dans lequel on reconnait encore la structure du plaste
avec un ou plusieurs pyrénoides et de 1'amidon trés abondant. La présence
d'un noyau n'a pu étre mise en évidence dans ces frégments qui se décolorent
1 ou 2 semaines aprds leur abandon. La partie restante régénére un hémisomate.
Celui-ci atteint une taille normale dans le cas de cellules demeurées longtemps
en conditions défavorables (froid, obscurité), puis transférées sur milieu
neuf ; les autres bipartitions sont normales. Dans le cas de cultures axéniques

demeurées 3 mois 3 18°C en alternance 12 heures de lumidre/12 heures d4'obscurité,
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ce nouvel hémisomate demeure court et le phénoméne d'abandon peut se répéter

4 ou 5 fois, toujours du méme cSté de la cellule. Transplahtée sur milieu neuf,
celle-ci subit d'emblée une bipartition normale. En aucun cas, ainsi que l'avait
observé BRANDHAM, la paroi de la cellule restante ne s'épaissit. I1 s'agit
vraisemblablement d'un processus de régénération de la cellule lorsque celle-ci
se trouve placée en conditions défavorables ne permettant pas une multiplication
normale. A ce propos se pose cependant le probléme de la division du plaste et
de la néoformation de la paroi en dehors de la division nucléaire. LHOTSKY (1973)
a décrit & nouveau des chlamydospores chez plusieurs CLosterium récoltés dans

la nature, et les a interprétées comme des "hypnospores asexuées" ; les figures
qu'il donne montrent toutes un épaississement de la paroi que nous n'avons

jamais observé.

1.2 - OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE.

I.2.1 Techniques de fixation et d'inclusion :

Aprés quelques essais de fixation par les techniques classiques gluta-
raldéhyde postosmié, acide osmique seul, permanganate‘de potassium seul, la
technique qui s'est révélée la pius favorable pour ce matériel est celle décrite
par FRANKE et al. (1969). Pour faciliter le transport des cellules, nous avons
essayé plusieurs types de préinclusion, dans un bloc de gélose ou dans un cail-
lot de fibrine (selon CHARRET et FAURE-FREMIET, 1967). Ces procédés ont &té
abandonnés 3 cause des difficultés de déshydratation puis de pénétration des ré-

sines qu'ils entralnent.

Les cellules, prélevées & la micropipette sur la gélose, sont fixées,
dans une microcuvette posée sur de la glace pilée, par un mélange de glutaral-

déhyde a 2 % et d'acide osmique & 2 %, en solution dans le milieu de WARIS"

* La composition du milieu de WARIS est détaillée p. 74.
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d& pH 5,4 ou dans un tampon au cacodylate de .sodium 0,05 M & pH 6,8 ; la fixation
dure 30 mn 3 1 heure & froid. Aprés plusieurs lavages dans les solutions précé-
dentes on procéde & une post—fixation'par 1l'acide osmique & 2 % soit dans le
milieu de WARIS soit dans le tampon cacodylate, d froid, pendant 3 heures. Apreés
déshydratation par l'acétone, les cellules sont incluses dans l'araldite ou dans
1'épon. Les coupes sont contrastées soit par une solution agueuse de KMnOy, ailg

soit par la méthode classique acétate d'uranyle-citrate de plomb, soit par 1'a-

cétate d'uranyle seul en solution agueuse saturée.

Les coupes ont été observées d l'aide d'un microscope HITASHI du type

H.8. 75.

I.2.2 Structure de la paroi :

a - La pellicule externe
D'aprés MIX (1967, 1969, 1972) cette couche externe ("Aussenschicht")

de matériel amorphe et dense aux électrons est caractéristique des genres Peniun,
CLosterium et Gonatozygon. CHARDARD (1965) 1l'avait observée chez CLosterdum
acerosum sous forme de "couche mince de matériel dense et d'épaisseur inégale,
qui présente un aspect dentelé", et n'y avait pas signalé de pores. En 1975,

chez le méme Cﬂoéiehium, CHARDARD ne mentionne plus cette couche externe;dans les
coupes de jeunes hémisomates présentées, elle ne se différencie pas du reste de
la paroi aprds le test de Thiéry. GERRATH (1969) signale chez Pendium spinulosum
"an outer electrondense layer" dont les épines sont des expansions ; il ne for-

mule aucune hypothése quant & sa nature.

Chez Clostesrium moniliferum cette couche est percée de pores, mis en
évidence par MIX (1969) puis nous-méme (1973, paru en 1975) ; ils ne se prolon-—
gent pas complétement dans les couches sous-jacentes (Pl. IV, fig. 1 et Pl. V,

fig. 1).

Pour CHARDARD (1964), cette pellicule externe, d'aprés sa coloration au
rouge de ruthénium, est de nature pectique. MIX (1972) lui attribue les "carac-
téres généraux des composés pectiques' ; chez Penium et Gonafozygon elle ne réagit
plus au rouge de ruthénium aprés un traitement de 60 mn 3 la potasse & 24 7 ;
les épines qui sont dans ces genres des expansions de la couche externe disparais—

sent également. MIX reprend ainsi 1'hypothése &mise par FRITSCH (1965) qui décrit
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chez les Algues une couche externe sombre, résistante, nettement définie et
néanmoins différente de la cuticule des végétaux supérieurs. Chez les Rhodophy-
cées et les Phéophycées, il attribue une nature pectique 3 cette "cuticule".
HANIC et GRAIGIE (1969) ont montré que cette "cuticule" était, chez les Rhodo-
phycées et les Chlorophycées qu'ils ont étudifes, essentiellement de nature
protéique ; chez Ponphg&a cette couche externe mince et dense aux &lectrons est
trés comparable d ce que nous observons. Malgré son rdle protecteur, elle n'est

pas identique & la cuticule des Spermatophytes qui ne renferme pas de protéines.

Chez CLosterium moniliferum, le traitement & la potasse & 24 % pendant
1 heure suffit pour supprimer la réaction au rouge de ruthénium et donc pour
€liminer les composés pectiques. L'acide osmique colore fortement la pellicule
externe sur les hémisomates fixés et vidés de leur contenu. Ce n'est pas un
réactif spécifique des lipides, mais 1l'observation des cellules pendant les
repiquages révéle une partie externe non mouillable, & comportement différent
de ce que 1l'on peut observer par exemple chez Spitogyna ol cette couche externe
est essentiellement pectique, bien que JORDAN (1970) y montre une trds mince

pellicule externe dense aux électrons.

I1 est probable que chez CLosterium cette couche externe est au moins
en partie de nature lipidique ; malheureusement elle ne se colore que faiblement
par un des colorants spécifiques des lipides, le Soudan III. Le rouge neutre,
qui est liposoluble, la colore faiblement.
Chez Micrasterias KIERMAYER et STAHELIN (1972) ont montré que la
\

couche externe, non fibrillaire, se clive comme une "lipid bilayer" ; KIES (1970a)}

parle d'"3lige Abscheidungen der Gametangien".

L'hydrolyse de la paroi celluloéique par H2SOh a4 T70°C pendant 10 mn,
puis & température ordinaire pendant 24 heures laisse subsister cette pellicu-
le externe, qui ne prend plus alors ni le rouge de ruthénium ni le Soudan IIT ;

elle se colore en jaune par le lugol.

I1 est difficile en l'absence d'une analyse chimique de définir la

nature exacte de cette pellicule externe; mais elle n'est pas uniquement pecti-

que. Le terme "cuticule" utilisé par FRITSCH préte 3 confusion, et les termes

"Aussenschicht" ou "pellicule externe", plus vagues, paraissent plus adéquats.
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Chez C. moniliferum, cette couéhq.n'est pas parfaitement lisse et pré-
sente de part et.d'autre des rangées de pores de petites éminences. MIX (1969)
émet 1'hypothése que cette couche se constitue par sécrétion i travers la paroi
primaire, et méme la paroi secondaire, comme une cuticule de Spermatophyte. Elle
donne comme argument que dans les jeunes hémisomates cette couche est trés mince
alors qu'elle s'épaissit autour des hémisomates dgés. C'est ce qui expliquerait
1'aspect des coupes de CHARDARD (1975) : cette couche ne serait pas différenciée

‘dans les parties Jeunes.

Je ne suis pas entiérement d'accord avec cette opinion ; chez C. moni-
Liferum cette couche se différencie trés tdt, elle est parfaitement nette au ni-
veau des papilles de conjugaison, qui sont cependant des parties trés Jeunes, et
on 1l'observe trés rapidement autour des jeunes individus issus de la germination
des zygospores. Peut-&tre comme chez 1'Hydrodictyon africanum étudié par
NORTHCOTE et al. (1960) une matrice & la fois protéique et hémicellulosique
sert-elle de support pour 1l'élaboration de la péroi, hypothése reprise, étayée
et généralisée par LAMPORT (1965). La couche externe s'épaissit probablement

ensuite avec 1'8ge, selon 1'hypoth&se de MIX.

En résumé, cette pellicule externe, qu'il faut &viter d'appeler cuti-
cule, n'est pas uniquement pectique ; elle est probablement lipidique et protéi-
que également. Elle s'édifie trds rapidement autour des parties néoformées et

P - t -~ [
son épailsseur peut s'accrolitre avec l'age.

b - La paroi interne : _
MIX (1967 - 1969 - 1972) a montré sur les parois isolées de Gonatogy-

gacées et de "Desmidiacées" du type Penium et CLosterium une structure externe,

qu'elle appelle primaire, avec des fibres de cellulose disposées sans ordre dans
une substance amorphe, et une structure interne, secondaire, ol les fibrilles
sont disposées paralldlement par faisceaux de 8 3 10. Elle précise (1972, p. 203)
qu'en coupe transversale cette distinction entre paroi primaire et paroi secon-
daire n'est pas possible. CHARDARD (1965)-et GERRATH (1969) signalent d'ailleurs

une paroi unique.

Les pores ne perforent pas complétement cette paroi ; ils ont une for-
me conigue, et sont partiellement remplis d'une substance moins dense aux électrons

que le reste de la paroi 3 structure fibrillaire (Pl. V, fig. 1 et P1. X, fig. 3)-
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Pour CHARDARD (1975) 1'élaboration de la cellulose pariétale se fait
dans le cytoplasme, au niveau des vésicules golgiennes dont le contenu & struc-
ture fibrillaire est analogue & celui de la paroi néoformée d'un jeune hémiso-
mate ; il rapproche ce mode d'élaboration de la cellulose, fort rare chez les
Végétaux supérieurs, du cas des Algues Haptophycées [terminologie anglo-saxonne]
décrites par MANTON (1966) et BROWN et al. (1970b) ol des écailles glycoprotdi-
gues sont élaborées dans les vésicules ‘golgiennes puis transportées a4 1l'extérieur

du plasmalemme pour constituer la paroi.

Ces structures ("vésicules A") réticulées sont trés semblables & celles
observées et décrites sous le nom de "Schleimstrukturen" par DRAWERT et MIX
(1961a) chez diverses Desmidiées, par KIERMAYER (1968) chez Micrasternias denti-
cwlata comme de "large vesicles which presumably contain slime" puis de nouveau
par MIX (1969) chez ClLosterium acerosum ; elle remarque que ces vésicules

("Schleimvakuolen") sont abondantes au niveau des pores.

Par ailleurs, les mémes structures se retrouvent en abondance dans
les glandes digestives du Drosera rotundifolia ol elles sont décrites par
DEXHEIMER (1972) comme des vésicules & mucilage "avec un centre réticulé parfois

trés dense, d'ol rayonnent de nombreuses fibrilles".

Chez CLosterium moniliferum nous avons observé le méme type de structu-
re dans les cellules végétatives ol elles ont un aspect réticulé, et dans les
cellules en voie de sexualisation, ou leur aspect est variable selon la fixation

(PL. IV, fig. 1 et P1. X, fig. 2 et 3).

L'aspect le plus typique, que nous avions interprété comme "vésicule

8 mucilage", est celui des vésicules de type "A" de CHARDARD (1975) & aspect

- réticuléd. Ces vésicules n'ont pas de limite nette et leur contenu a souvent

un aspect étoilé. On les observe parfois dans les hémisomates néoformés, plus
souvent dans la partie ancienne de la cellule ol la paroi est trés épaisse. Leur
déversement dans le périplasme semble probable. La figure 3 de la planche X
montre un alignement de tellestésicules, bordant le plasmalemme creusé de "fos-
settes" situées juste en face des pores par lesquels les polysaccharides seraient

excrétés sous forme de mucilage.

Les vésicules du type "B" de CHARDARD, 3 contenu nettement dé€limité et
a4 contenu dense, granuleux, homogéne, sont beaucoup moins fréquentes (P1. X, fig.

et 2);
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En outre, nous avons observé dans les hémisomates néoformés, et égale-
ment lors de la formation des papilles de conjugaison, c'est 4 dire dans les
zones a croissance rapide, de trés nombreuses vésicules de taille variable,
dont le diam@tre est le plus souvent de 1l'ordre de 0,3 4 0,6 pym, 3 contour net,
& contenu généralement transparent aux &lectrons, situfes dans des zones ol 1l'ap-
pareil de Golgi parait particuliérement actif (P1. VIII, P1l. IX, fig. 6, et
Pl. X, fig. 1). Parfois une partie centrale plus dense, grisitre, vaguement
étoilée, se trouve mise en évidence au hasard des fixations. VAN DEN WOUDE et
al.(1971) observent dans le tube pollinique de LiLium LongigfLorum la méme abon-
dance de vésicules du méme type, de méme taille et une "fixation inhabituelle"
montre également dans ces vésicules les structures étoilées que nous y obser-

vons parfois.

I1 parait difficile, en l'absence de tests spécifiques de la cellulose,
d'affirmer que celle-ci se forme dans les vésicules golgiennes. Tout au plus,
par comparaison avec les images obtenues par d'autres auteurs, peut-on dire que
ces vésicules renferment les précurseurs pariétaﬁx pecto-cellulosiques, sans pré-

Juger de leur nature, qui varie probablement avec 1l'Age de la cellule.

Les structures réticulées se rencontrent plus fréquemment dans les
parties ol la paroi est déjd relativement épaisse ; les vésicules i contour net
et contenu transparent, accidentellement dense aux &lectrons, sont plus abondantes
dans la région ol la croissance est rapide, en particulier dans les jeunes hémi-

somates immédiatement aprdés la mitose.

Le raccord entre les hémisomates est beaucoup moins complexe que chez
Cosmarnium par exemple,oﬁ intervient une sorte d'agrafage des parois (PICKETT-
HEAPS, 1972) 3 il y a continuité entre la partie ancienne et la partie néoformée ;
celle-ci présente seulement une couche externe moins différenciée, et une paroi
secondaire d'épaisseur moindre (Pl. VIII). Il n'y a pas non plus de formation
"en biseau" ni d'emboitement apparent, ce gqui explique la rupture facile des

cellules au niveau de la suture.

Dans son Traité de Cryptogamie, CHADEFAUD (1960) écrit : [chez ClLosZe-
alum] "Chaque cellule comprend 1) une locula qui n'enveloppe peut &tre que la
moitié la plus jeune de la cellule ; 2) une valve qui enveloppe la moitié la
plus &gée . On ne sait pas au juste si la locula s'étend aussi autour de cette

moitié, a l'intérieur de la valve".
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CHARDARD (1965) n'avait pu mettre en évidence chez Cosmarium Lundellii
et chez CLosterium acerosum cette dualité entre locula et valve. PICKETT-HEAPS
et FOWKE (1970b) qui ont étudié le développement des parois chez CLosferium Lit-
Zornale ne signalent pas cette distinction, et si 1'on compare leur schéma & celui
de CHADEFAUD, il faut admettre que la locula se confond avec le plasmalemme, et

la valve avec la paroi primaire et secondaire de 1'hémisomate le plus ancien.

MIX (1972) a établi une classification des "Conjugatophycées" basée
sur la structure des parois. Elle y distingue 4 familles.
- chez les Mésotaeniacées et les Zygnematacfes, la paroil est d'une seule piéce ;

il n'y a pas de "mue'". La couche externe est lisse et hyaline. L'incrustation de
la paroi est nulle ou faible et les pores sont absents ;

~ chez les Gonatozygacéesh et les Desmidiac&es du type Penium et du type Closte-
nium, la paroi est formée de plusieurs segments qui se touchent ou qui s'emboi-
tent 1égérement ; il n'y a pas de "mue". La couche externe est compacte et les
ornements (stries, épines) en sont des expansions. La paroi est nettement in-
crustée. L'appareil poral est présent seulement dans la couche externe ;

- chez les Desmidiacées du type Cosmarium, -la paroi est constituée par deux
parties emboitées ; la couche externe est la "valve primaire" décrite par CHADE-
FAUD. Elle n'est pas traversée par 1l'appareil poral. Les incrustations sont im-
portantes. L'appareil poral se trouve dans la paroi secondaire dont les épines
et les verrues sont des expansions. COUTE et RINC (1975) ont analysé chez
Cosmarium anthophorum la structure de la paroi au niveau de ces ornementations.

I.2.3 Le plasmalemme et les structures assocides (PL. X, fig. 1 d 4)

Le plasmalemme des cellules végétatives ne présente aucun caractére
particulier. Celui de 1'hémisomate néoformé montre souvent un aspect festonné,
se creusant au niveau de vésicules cytoplasmiques de grande taille dont le con-
tenu semble s'y incorporer selon un processus déja connu (VIAN et ROLAND, 1972).
C'est égalemént au niveau des hémisomates néoformés que l'on observe parfois

des structures multivésiculaires, d'abord décrites chez les Champignons sous le

.,

" Pour BOURRELLY (1972), cette coupure entre Gonatozygon et Penium/CKQ§tenLum
n'est pas justifide ; une seule famille est admise, celle des Clostériacées,
définie par EHRENBERG en 1831.
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nom de "lomasomes" (MOORE et Mc ALEAR, 1961) puis observées par plusieurs au-
teurs chez les Spermatophytes (entre autres : JENSEN, 1965 ; HALPERIN et JENSEN,
1967). MARCHAND et ROBARDS (1968) passant en revue les divers types de formations
multivésiculaires proposent le terme de "plasmalemmasomes" pour les structures
associfes au plasmalemme et suggeérent qu'ils participeraient & 1'élaboration de
la paroi au méme titre que les vésicules golgiennes. FOWKE et SETTERFIELD (1969),
aprds une étude expérimentale sur des tissus d'Helianthus fuberosus concluent
que ces corps multivésiculaires sont des artéfacts, alors que FRIEND (1969) mon-
tre leur réalité et leur analogie avec le complexe golgien dans 1'épididyme du
Rat. NOUGAREDE et LESCURE (1970) aboutissent & la méme conclusion sur des sus-—
pensions cellulaires du cambium d'Acer pseudoplatanus : les structures multivé-
siculaires ont un comportement cytochimique analogue & celui des vésicules gol-

giennes.

Sans pouvoir affirmer rien de précis quant & leur rS8le dans la cellule
du Closterium, nous constatons leur présence au niveau des parties cellulaires

en voie d'extension. Ces structures sont d'ailleurs assez rares.

Elles se rencontrent également chez d'autres Algues, dans les cellules
en croissance de Spinogyra (JORDAN, 1970) et chez 1'Algue brune Petalonia (COLE
et LIN, 1970) (ces auteurs passant en revue les différents cas ol des "lomasomes"
ont été observés chez les Algues).‘KIERMAYER et DORDEL (1976) en montrent chez
Micrasterias deniicuﬂaia soumis & une centrifugation non lé&tale.

Chez les végétaux supérieurs, il semble que les "lomasomes" aient un
rdle enzymatique dans la synth&se de la paroi (ROBARDS, 1968) : ils seraient
les transporteurs de méthyl-pectinestérases, jouant un rdle dans les phénoménes
de méthylation et d'estérification des précurseurs pariétaux. DASHEK et ROSEN
(1966) attribuaient le mBme rdle aux vésicules sécrétrices issues de 1l'appareil

de Golgi.

I.2.4 Les plastes (PL. IV, fig. 1 et PL. V, fig. 1)

Chéque cellule de Closterium renferme deux plastes focaux 3 section étoi-
lée, dont les pyrénoides sont alignés sur un rang. Le nombre de pyrénoides est

variable selon 1'éclairement.



27

A 1l'observation en microscopie &lectronique, le plaste est classique-
ment 1imité par une double membrane. Pour CHARDARD (1971a) la membrane interne
joue un rS8le trés important qu'il a &tudié chez CLosterdium acerosum cultivé en
lumiére atténuée. Elle est 4 l'origine des lamelles plastidales par invagination
et elle bourgeonne des vésicules & contenu granuleux. Ces vésicules seraient &
l'origine des "écailles" du pyrénoide et de la substance granuleuse située entre

les lamelles.

Les pigments plastidaux des Desmidiées étudiés par WEBER (1969) sont
analogues a ceux des Cormophytes ; un seul pigment caroténoide semble leur &tre
particulier. La structure du plaste montre &galement beaucoup d'analogies avec
celle des Végétaux supérieurs par la présence d'empilements de thylakoldes
[sacs aplatis, creux, limités par une membrane simple, définis par MENKE, 1960]
signalés d'abord par DRAWERT et MIX (1961d4) chez Micrasterias, par PUISEUX-DAO
et LEVAIN (1963) chez Mougeotia, par CHARDARD (1965) chez CLosterium acerosum.
CHARDARD a d'ailleurs repris cette étude en 1973 sur Cosmarium Lundellili et
CLosterium acerosum et il aboutit & la conclusion qu'il n'y a "pas de différence
essentielle entre les grana des végétaux supérieurs et ceux des Desmidiales".
Parmi les Algues vertes, dont la structure du plaste est en général agranaire,
les Zygophycées ne sont pas les seules & posséder des formations analogues
aux granums. On en a observé également chez Carteria (JOYON et FOTT, 196L
LEMBI et LANG, 1965), chez Chlamydomonas (LEMBI et LANG, 1965 ; OHAD et al.,
1967), chez Protosdiphon botryoides (BERKALOFF, 1967). Leur présence semble
liée a 1'état physiologique de l1la cellule.

Entre les thylakoides, le stroma plastidal se présente en zones fine-
ment granuleuses, les granules &tant des ribosomes plus‘petits que ceux du
cytopiasme (GIBBS,1968). L'amidon stromatique est peu abondant dans les cellules
végétatives ; d'aprés CHARDARD (1971b) il se formerait dans des zones granuleu-
ses du stroma, limitées par une membrane, et semblables aux "écailles" du pyré-

noide.

Les individus végétatifs montrent fréquemment des alignements de glo-
bules fortement osmiophiles entre les thylakoides ; leur aspect et leur localisa-

tion sont identiques & ceux des plastoglobules des végétaux supérieurs.

L'amidon des individus végétatifs est surtout localisé autour des

pyrénoides, et d'autant plus abondant que la lumidre est plus intense. GRIFFITHS
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(1970) puis DODGE (1973) donnent des revues exhaustives concernant les différents
types de pyréﬂoides. DRAWERT et MIX (1962) avaient déja montré chez Micrasterias
de larges pyrénoides traversés par des thylakoides solitaires. CHARDARD (1971b)
montre chez CLosterium acerosum cultivé en lumiére atténude une structure de py-
rénoide constituée d'un empilement d'"écailles" granuleuses limitées par une
membrane, avant que les saccules n'aient atteint le centre du plaste. "Ce n'est
qu'ultérieurement que les lamelles prennent contact avec lui". Nous n'avons pu
observer ces stades précoces sur les individus végétatifs cultivés normalement.
Nous observons la structure classique chez la plupart des Algues vertes, ol les
saccules empilés se séparent avant de traverser le pyrénoide, comme c'est le

cas chez Chlamydomonas ou Spirogyna. D'autres Chlorophycées (Scenedesmus, CLado-
phora, Unospora) poss@dent un pyrénoide massif que les lamelles ne péndtrent

pas ; chez ces Algues, l'amidon entoure le pyrénoide d'une enveloppe continue.
Chez CLosterium, 1'amidon se présente sous forme de grains plus ou moins d&-
veloppés, séparés par des empilements de 2 ou 3 lamelles (Pl. V, fig. 2). CHAR-
DARD (1971b) émet 1'hypothdse que cet amidon se formerait dans les écailles, au
sein de la substance fondamentale qui au début existe tout autour du grain.

L'amidon stromatique est peu abondant chez les individus végétatifs.

L'origine du pyrénoide est trés controversée. Pour CHARDARD (1971b) il
se formerait par coalescence des vésicules granuleuses émises par 1l'enveloppe

interne du plaste.

Dans la plupart des cas, les pyrénoides des cz2llules végétatives se
forment par bipartitions des pyrénoldes préexistants (ChlLamydomonas reinharndtid,
GOODENOUGH, 1970), il semble que ce soit également le cas au cours de la multi-
plication des pyrénoides végétatifs chez CLosterium ol 1l'on peut observer des
pyrénoldes de tailles différentes situés cSte & cOte. Chez d'autres Algues (Sce-
nedesmus quadriicauda, BISALPUTRA et WEIER, 196L) le pyrénoide disparait au moment
de la division cellulaire puis se reforme dans les cellules-filles ; c'est égale-
ment le cas chez Tetracystis excentrnica (BROWN et ARNOTT, 1970) et lors de la '
formation des zoospores chez Oedogonium cardiacum (HOFFMAN, 1968) et Bufbochaete
hiloensis (RETALLACK et BUTLER, 1970). '

Nous avons observé une fois, & cbté d'un pyrénoide normal, une masse

paracristalline, d'une taille voisine de celle du pyrénoide (P1. IV, fig. 2 et
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Pl. VI, fig.3 ). Nous la signalons ici sans en donner d'interprétation. Nous
reviendrons sur ce sujet i propos des jeunes individus issus de la germination

ol ce type de structure est particuliérement fréquent.

Le pyrénoide de certaines Algues peut présenter une matrix granuleuse,
voire paracristalline, en rapport avec sa nature protéique, chez les Diatomées
Achnanthes brevipes (HOLDSWORTH, 1968), Cocconels diminuta (TAYLOR, 1972), Na-
vicula pelliculosa traité par la colchicine (COOMBS et al., 1968), chez 1'Hapto-
phycéex Chaysochnomulina acantha (LEADBETTER et MANTON, 1971), chez les Dinophy-
cées Prorocentrum micans (KOWALLIK, 1969) et Exuviella mariaelebowriae (DODGE
et CRAWFORD, 1971) (DODGE et BIBBY, 1973). Chez les Chlorophycées, des struc-—
tures cristallines dans le pyrénoides ont été observées chez Canternia (JOYON et
FOTT, 196L4) et chez Chlonelfa (BERTAGNOLLI et NADAKAVUKAREN, 1970).

En analysant la composition du pyrénoide a'Enemosphaera vinidis
HOLDSWORTH (1971) a montré qu'il est un réservoir enzymatique pour la phbto-
synth@se ; ces mémes enzymes (ribuloée—1—Sfdiphosphate—carboxylase entre autres),
présentes dans le stroma des plastes des Spermatophytes, sont €galement connues
dans le "stromacentre" d'Avena sativa (GUNNING et al. 1968), dont la structure

apparalt au microscope &lectronique trés semblable i celle des structures para-

cristallines observées dans le plaste de CLosterdium monlligerum.

I.2.5 Le noyau :

Nous n'avons pas observé la mitose en microscopie &lectronique. Elle
a été parfaitement &tudiée par PICKETT-HEAPS et FOWKE (1970b) chez ClLosterium
Littonale.

Le ﬁoyau quiescent est du type eucaryotique, limité par une double
enveloppe dont les feuillets sont distants de 20 & 30 nm, percée de pores de
70 8 90 nm de diamétre, ol n'apparalt aucune -structure. La partie interne est
homogéne et finement granuleuse, analogue & ce qu'ont observé BRANDHAM et

GODWARD (1965c) chez CLosterium ehnenbergil.

Le nucléole volumineux n'est pas limité par une membrane. Comme chez

Micrasterias notata (DRAWERT et MIX, 1961b), on y observe de larges espaces

® Selon la terminologie anglo-saxonne.
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clairs ou "lacunes", entourés de zones plus sombres i structure finement granu-
jaire. La structure fibrillaire qui coexiste avec les granules chez Spirogyra
britannica (GODWARD et JORDAN, 1965) et chez Micrasternias rotata (DRAWERT et
KALDEN, 1967) n'a &té nettement observée que dans les noyaux en dégénérescence

des jeunes individus issus de la germination.

1.2.6 Les autres inclusions cytoplasmiques :

L'appareil de Golgi et les vésicules golgiennes ont &t traités

p. 23 en rapport avec la paroi.

Les mitochondries sont d'un type banal, & "crétes tubulaires" (selon

DODGE, 1973),fréquemment rencontré chez les Algues.

Les vacuoles de trés grande taille situées entre les expansions du
plaste et de part et d'autre du noyau sont nettement limitées par un tonoplaste,
et paraissent optiquement vides sauf dans quelques cas ol l'on peut y observer
des précipités ou des tubules. Les vacuoles 3 gypse n'ont pas €té observées

en microscopie électronique.

Le réticulum endoplasmique est souvent du type "rough", et il n'est

nettement visible qu'd proximité du plaste.

Les globules lipidiques intracytoplasmiques sont peu fréquents et

de petite taille chez 1l'individu végétatif.
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CHAPITRE 11 Les STADES de la SEXUALISATION et de la CONJUGAISON.

1I1.1 - L'APPARIEMENT.

Ir.1.1 Observations en microscopie photonique (Fig. 3a et PL.I, fig. 2)

La premifére manifestation visible de la sexualisation en conditions
d'éclairement favorables est l'appariement de deux cellules adultes, riches en
amidon colorable au lugol et en lipides, mis en évidence par le noir Soudan en

solution dans 1'éthanol. Ces cellules appariées présentent un aspect vert foncé

| gui les distingue des cellules végétatives de la colonie. Dans le cas le plus
fréquent 1l'appariement se fait entre deux cellules.soeurs issues de la division
d'une cellule sexuellement induite. Cet appariement s'effectue pendant une phase
d'éclairement. Les cellules.soeurs, souvent encore réunies par une extrémité
s'accolent par la face ventrale au lieu de glisser légérement 1'une pdd rapport

8 1l'autre sur un arc de cercle comme les cellules végétatives. Dans les colonies
axéniques, 34 14°C, jusqu'd 5 cellules sexuellement induites peuvent ainsi s'ac-
coler. Mais ce cas est exceptioﬁnél, de méme que l'appariement de deux cellules

induites appartenant 8 des colonies voisines.
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Figure 3a : Appariement de deux cellules sexuellement induites.

1 - mucilage locomoteur, colorable au rouge de ruthénium.

2 - mucilage entourant les cellules et abandonné au fur et &
mesure de la progression, en manchon trds mince, faiblement
colorable au rouge de ruthénium, donnant une réaction A.P.S.
positive et fluorescent au Calcofluor white.

3 - amidon trés abondant, mis en évidence par le lugol et masquant
les pyrénoides.

4 - globules lipidiques, réfringents, jaune pﬁie sur le vivant,
: colorables par le noir Soudan, observés dans le cytoplasme
aprés mise au point superficielle.

5 - vacuoles & gypse, colorables par le rouge neutre, le bleu de
crésyl brillant et le bleu de nil.

5'- de rares autres vacuoles peuvent €tre mises en &vidence dans
le cytoplasme par les mémes colorations.
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- Déterminisme de 1'induction sexuelle :

En lumidre blanche, a 21°C, il est trés rare que toutes les cellules
d'une colonie, pourtant placéesdans des conditions identiques d'éclairement et
de nutrition, présentent les signes extérieurs de 1l'induction sexuelle. La plu-
part poursuivent une multiplication végétative. Quel peut &tre le déterminisme
de cette induction sexuelle ? Pourquoi certaines cellules sont—elles plus sen-
sibles & la stimulation lumineuse, ou sensibles plus rapidement ? On pourrait
penser & un déterminisme génétique, mais il ne semble pas que ce soit le cas
puisque ces cellules qui demeurent végétatives peuvent, lorsqu'elles sont re-
piquées sur milieu neuf, donner des colonies sexuelles. Il est vrai que certaines
demeurent indéfiniment stériles, et qu'il faut maintenir une pression sé&lective
constante pour conserver les clones sexuels ; la proportion d'individus stériles
est d'ailleurs variable selon les colonies et de repiquage en repiquage. Contrai-
rement & ce que semble indiquer BIEBEL (1964), 1'induction sexuelle n'est pas
transmissible de cellule & cellule par contact. Le contact étroit d'un ou plu-
sieurs couples de cellules induites et de cellules végétatives dans la méme
colonie ne suffit pas & induire dans la voie sexuelle les cellules végétatives.
L'appariement expérimental d'une cellule induite et d'une cellule végétative
n'aboutit jamais & une conjugaison : elles se séparent, chacune se divise pour
son propre compte, et celle qui était végétative donne, en général, une colonie
végétative ; celle qui était induite peut, soit redevenir végétative, soit don-—
ner un couple de cellules-soeurs qui s'apparient. L'induction sexuelle n'est
transmissible que par bipartition ; au stade de l'appariement elle est réversi-
ble : les cellules séparées reviennent i 1'état végétatif d8s que cesse la sti-

mulation lumineuse inductrice de 1l'appariement (se reporter & la fig. 1, p. 10).

~ Mécanisme de 1l'appariement

Lorsque les cellules sont induites sexuellement, par quel mécanisme
s'apparient-elles ? L'appariement se fait en général par les faces ventrales,
mais il peut aussi se faire de toutes les facgons possibles. Les cellules sexuel-
lement induites subissent une attraction réciproque, ce qui semble exclure ici
toute ébauche de différenciation des sexes. L'attraction, bien que trés nette
et observée en particulier dans le cas de 1l'appariement de cellules de colonies
voisines, est cependant faible : au-deld d'une longueur de cellule , elle ne se

manifeste plus. S'il s'agit d'un chimiotactisme, comme semble 1l'indigquer
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BRANDHAM (1967b) & propos du Cosmarium boihytéb, les substances excrétées le
sont en quantité si minime que leur isolement. demeure tr&s prcblématique. Cette
attraction est durable : les cellules appariées peuvent effectuer ensemble de
longs trajets (jusqu'a 500 um) qui les &loignent de la colonie et la double
trace mucilagineuse peut &tre mise en évidence par le rouge de ruthénium (Pl. I,

fig. 3).

II.1.2 Modifications infrastructurales (PL. VI, fig. 2 et &) :

Les cellules appariées présentent par rapport aux individus végé-

tatifs des différences notables:

- au niveau des plastes, ol 1l'on observe une accumulation d'amidon,
qui n'est plus localisé autour des pyrénoides mais dispersé partout, entre leg
thylakoides réduits et tassés ; on n'observe plus d'empilements analogues aux
granums ; les globules osmiophiles intraplastidaux sont moins abondants dans

les coupes.

- au niveau du cytoplasme, ol apparaissent des globules osmiophiles
sphériques de grande taille, alors gque les vacuoles régressent. L'origine de
ces globules n'a pu &tre démontrée clairement. Une image montrerait la formation
d'un tel globule dans une sorte de vacuole (P1l. VII, fig. 1). L'aspect de ces
globules est trés comparable & celuil qui est observé dans les kystes rouges du
Protosiphon botryodides étudiés par BERKALOFF (1970). Bien qu'ils donnent une
réaction de CARR et PRICE positive (coloration bleu viélet par le trichlorure
d'antimoine en solution chloroformique), il ne semble pas pourtant qu'ils con-
tiennent en abondance des pigments caroténoides car le spectre d'absorption des
extraits acétoniques, éthéro-pétroliques et An vdivo (Fig. 12) ne montre pas
de différence pigmentaire nette entre les individus végétatifs et les individus
sexuds. D'ailleurs, & 1l'oeil nu, les cultures ne sont pas rouges mais légérement
jaunftres. D'aprds GOODWIN (1971) 1l'accumulation extraplastidale de globules li-
pidiques contenant des pigments caroténoides est provoguée par des conditions
de culture défavorables, en particulier la carence du milieu en azote. MAYER

et CZYGAN (1969) ont montré que chez Ankistrodesmus braunii et Chlorella fusca
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la carence en azote provogque la régression des thylakoides et de la teneur en
chlorophylle, et 1'augmentation des caroténoides secondaires (du type astaxanthi-
ne) localisés dans des "vacuoles lipidiques extraplastidales". Existe-t—-il ou
non une membrane autour de ces globules lipidiques extraplastidaux ? Cette ques-
tion extrémement controversée sera discutée p.55 & propos des globules lipidi-

ques de la zygospore.

- dans les cellules animales, l'accumulation des lipides contenant des
substances stéroliques est souvent associée au développement du réticulum endo-
plasmique lisse. Cela n'a pas &té observé dans le cas du C; moniliferum, ol le

réticulum demeure rugueux.

—au niveau de l'appareil de Golgi dont les dictyosomes apparaissent
plus nombreux et plus actifs dans les coupes, et émettent de nombreuses petites
vésicules de 50 & 100 nm, & contour dense, semblables aux "coated vesicles"

(P1. IX, fig. 6). D'autres vésicules plus grandes (0,5 & 1 ym) 3 contenu clair
aux électrons sont analogues & celles que l'on observe dans l'hémisomate en
croissance et participent vraisemblablement a4 1'édification de la parci et &
1l'excrétion du mucilage qui peut &tre mis en &vidence par le "Calcofluor white".
Elles sont tout & fait comparables, par leur aspect et par leur taille, aux

vésicules qui s'accumulent dans l'extrémité en croissance des tubes pollinigques.

I1.2 - LA PRECONJUGAISON ET LA PAPILLE DE CONJUGAISON.

I7.2.1 Observations en microscopie photonique (PL. I, fig. 4 a 7)

Les cellules appariées d la lumiére demeurent accolées pendant un
temps plus ou moins long qui peut aller jusqu'd 48 heures. Dans le cas le plus
favorable, elles subissent 1 & 2 heures avant le début de la phase obscure une
mitose synchrone (accidentellement asynchrone) (Fig. 3b). Cette mitose précoce

par rapport 4 celles des cellules végétatives avait déja été remarquée par
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Figure 3b : Bipartition anormalement asynchrone de cellules appariées.

La cellule n® 1 est au stade métaphase. Le septum annulaire qui sé&-
parera les deux cellules-filles est déjd mis en place.

La cellule n® 2 a subi une bipartition et donné deux jeunes individus 2',
renfermant chacun un noyau haploide, masqué par deux plastes inégaux
toujours trés riches en amidon. Un mucilage faiblement colorable au
rouge de ruthénium mais A.P.S.-positif entoure les cellules. Il est
facilement éliminé par montage des cellules dans l'eau, mais on le met
trés bien en évidence en laissant les cellules en place sur la gélose.

BIEBEL (1964) chez Netrnium digifus. Elle est trds différente de ce qui se passe .
chez Cosmarniwm botrytis ol BRANDHAM (1967b) va jusqu'd dire : "It seems to be

a general phenomenon, therefore, that conjugating cells which start to undergo
mitosis and cell division can no longer maintain an attraction for cells of the
opposing mating type. This suggests that an attractive substance is secreted cons-
tantly during conjugation but that this secretion 1s stopped when the nucleus
passes from the metabolically active interphase to the metabolically less active
mitosis". L'attraction mutuelle n'est pas affectée ici par la mitose mais uni-
guement par les variations de‘l‘éclairement. Au stade post-mitotique les cellules

sont encore séparables et peuvent revenir & 1'état végétatif.
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Figure 3¢ : Emission des papilles de conjugaison.

Les jeunes individus issus de la bipartition des cellules gppariées
émettent dans leur partie néoformée, sur la face ventrale, une papille
fortement réfringente sur le vivant, colorable au rouge de ruthénium,
8 réaction A.P.S.-positive, et fortement fluorescente aprés colora-
tion au Calcofluor-white. Un mucilage diffus et peu colorable entoure
1l'ensemble des quatre cellules—-gamétes.

Une & trois heures aprés le retour de la phase lumineuse, chague
hémisomate néoformé émet une papille de conjugaison hyaline (Fig. 3c). A ce
stade les cellules que 1l'on peut alors appeler gamétocystes ne sont plus sépa-

rables sans dommage.

Lorsqu'il y a plus de deux cellules accolées, il arrive qu'une méme
cellule-gaméte émette deux papilles et deux vésicules de conjugaison, mais

ce cas est rare.

La partie terminale réfringente des papilles de conjugaison et la
vésicule mucilagineuse qui les relie ensuite (Fig. 3d) se colorent vivement au
rouge de ruthénium ; le mucilage qui entoure la partie centrale des cellules

appariées se colore en rose pale. La réaction A.P.S. est également positive pour
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Figure 3d : Sécrétion des vésicules de conjugaison.

Les papilles réfringentes en contact (1) sécrétent une "vésicule
de conjugaison" hyaline (2), faiblement colorable par le rouge de
ruthénium mais présentant une réaction A.P.S.-positive et une vive
fluorescence aprés coloration au Calcofluor-white. La partie cen-
trale des cellules est entourée d'un mucilage (3) peu colorable au
rouge de ruthénium mais A.P.S.-positif, et faiblement fluorescent
aprés coloration au Calcofluor-white. Un début de contraction du
cytoplasme (h) s'observe aux extrémités des hémisomates anciens,
avec émission de mucilage (5) colorable au rouge de ruthénium entre
la paroi et le plasmalemme. Ailleurs, la membrane cytoplasmique,
étroitement accolée a la paroi, n'a pas été représentée.

le mucilage, pour la vésicule de conjugaison et pour la partie terminale des
papilles de conjugaison. Les parois de l'ancien hémisomate sont rose piale.
Aprés action de 1'oxalate d'ammonium & 0,5 % & 70-80°C, pendant 12 heures
(selon JENSEN, 1962) le mucilage ne réagit que trés faiblement & 1'A.P.S. Par
contre, les parois des hémisomates néoformés, la partie terminale de la papille
de conjugaison et la vésicule demeurent rouge vif, et sont vraisemblablement

composés d'hémicelluloses.

L'action de la soude a 4 % & 25° pendant 12 heures, aprés action de
1l'oxalate d'ammonium provoque 1'éclatement des hémisomates néoformés et des

papilles. Seule persiste la paroi des hémisomates les plus anciens. L'extraction
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par la soude & 17 % & 25°C pendant 3 heures, succédant aux divers réactifs pré-
cédents, provoque la dissolution des structures autres que les anciens hémiso-

mates.

Le "Calcofluor-white" provogue une vive fluorescence des parois,
surtout a4 l'extrémité de la papille de conjugaison (P1. III, fig. 2) et au ni-
veau de la vésicule de conjugaison (PL. III, fig. 3). Les hémicelluloses sont

donc également fluorescentes aprés action du "Calcofluor-white".

L'auramine ne donne qu'une faible fluorescence au niveau de la pa-
pille de conjugaison et le résultat est négatif avec l'acridine orange et le
bleu d'aniline en solution basique, utilisés pour la recherche de la callose

(ESCHRICH et CURRIER, 196L4).

IT.2.2 Modifications infrastructurales :

Le plaste demeure toujours trés riche en amidon, avec des thylakoides

plus ou moins désorganisés.

Les globules osmiophiles confluent probablement car ils deviennent
moins nombreux mais de plus grande taille, occupant souvent entre les crétes

des plastes l'emplacement des vacuoles totalement disparues.

L'appareil de Golgi semble toujours trés actif et divers types de
vésicules concourent & 1'élaboration de la paroi et & l'excrétion du mucilage.
C'est & ce stade que 1l'on observe assez fréguemment, dans la partie néoformée,
les structures du type lomasome (Pl. X, fig. 1). C'est également dans cette par-—
tie néoformée que sont abondantes les "Sehleimstrukturen" dont le contenu semble
s'incorporer au plasmalemme, qui présente un aspect festonné, et quil participent
probablement a l'eicrétion du mucilage mis en évidence i ce niveau par le "Calco-~

fluor-white" (Pl. X, fig. 2 et 3).

C'est évidemment au niveau de la papille de conjugaison que 1'on ob-
serve les modifications les plus frappantes (P1l. XI, fig. 9). Elle est le siége

de phénoménes d'excrétion et de croissance actifs et rapides. Son évolution dQure
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environ 2 3 4 heures. Elle émerge dans la partie néoformée du gamete, sur la
face interne de la cellule. A ce niveau la paroi pectb—cellulosique est mince

et ne semble pas présenter de pores. Le plaste croit en méme temps que la papil-
le et un ou deux dictyosomes par section se retrouvent souvent & proximité. '
Les mitochondries demeurent &galement proches du plaste. La papille elle-méme
renferme quelques globules osmiophiles et de nombreuses vésicules de toutes
tailles. Des structures semblables & d'énormes "corps multivésiculaires" s'y
observent pendant un temps trés court. A 1l'extérieur du plasmalemme, la paroi
présente une trame liche dont les fibrilles sont orientées d'abord paralléle-
ment & la surface de la papille puis perpendiculairement. Il semble que cette
formation mucilagineuse, hydrophile, comparable & la périphérie d'un poil
absorbant (ROLAND et VIAN, 1970), autre zone de croissance et d'échanges actifs,
soit excrétée directement a travers le plasmalemme et s'accumule d'abord sous

la couche externe osmiophile qui se distend et se rompt par endroits.

A un stade plus avancé, cette trame mucilagineuse plus développée
et plus irréguliére constitue le "tube de conjugaison”" ou mieux la "vésicule
de conjugaison" qui ne semble pas exister chez CLosterium Littorale (PICKETT-
HEAPS et FOWKE, 1971) ol par contre l'on observe dans la papille une volumineuse
vacuole, toujours absente ici. La vésicule de conjugaison n'a pas de limite
nette, et sa partie centrale présente une structure réticulée (Pl. XI, fig. 9
a 12). La papille montre un aspect dense et granuleux. Les ribosomes y sont
trés abondants. Les vésicules claires de grande taille semblent confluer en
une couche externe trés épaisse (0,9 & 1,5 um) emprisonnant des structures den-

ses opagues aux &lectrons. Les schémas de la planche XII récapitulent cette

évolution.

Ces aspects rappellent ceux que l'on cbserve lors de la croilssance
du tube pollinique. ROSEN et al. (1964) montrent que dans le tube pollinigue de
Lilium, la croissance est localisée dans une zone située i 3-5 pm de 1l'extrémité,
caractérisée par une abondance de vésicules et l'absence des autres &léments
cytoplasmiques. JENSEN et FISCHER (1968) &tudiant le tube pollinique du Coton,
constatent la méme croissance rapide et localisée 4 la partie apicale, ol des
"vésicules polysaccharidiques" confluent pour constituer la paroi et les "bou-

chons". L'extréme transparence aux &lectrons, la présence de résidus fixant le

plomb pourraient faire penser & un bouchon de callose au niveau de 1l'extrémité
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de la papille, mais cette couche ne se colorg'que trés faiblement par le bleu
d'aniline et le bleu résorcine, et ne présénte pas de fluorescence appréciable
dans 1'U.V. Ce bouchon, ainsi que la vésicule de conjugaison, montrent par con-
tre une intense fluorescence dans 1'U.V. aprés coloration au "Calcofluor—white"

(PL. III, fig. 3).

La similitude est &galement remarquable entre la formation de la pa-
pille de conjugaison chez cette Algue et celle de la "papille de germination”
du sporocyste de Pythium proliferum ol LUNNEY et BLAND (1976) donnent le nom de
"vésiculogene" & 1'extrémité épaissie de la papille, qui constituera par exten-
sion la paroi de la vésicule de germination ol le contenu-du sporocyste se

déverse.

Si 1'on compare cette papille de conjugaison a celle de Micrasternias
papilliferna étudiée par KIES (1973), on remarque quelques différences notables

- vacuolisation importante chez Micrasterias, nulle chez C. moniliferum ;

~- gbondance de mitochondries et de vésicules diverses dans la partie subtermina-
le de la papille chez M{crasterias, présence d'un seul type de vésicules clai-
res de grande taille chez C. moniligerum ;

- paroi terminale épaisse et homogeéne chez Micrasterias, avec mucilage de con-
Jugaison non structuré, préformé et nettement délimité entre les papilles, alors
que C. moniliferum présente une paroi structurée qui se résout en une vésicule
de conjugaison mucilagineuse 4 trame réticulée réunissant les papilles.
L'induction sexuelle s'accompagne de modifications ultrastructurales
importantes, assez voisines chez C. Litftorale (PICKETT-HEAPS et FOWKE, 1971) et
chez C. moniliferum, et présentant une analogie avec les phénoménes qui accompa-
gnent la floraison chez certaines Angilospermes : augmentation de la teneur en
glucides, modifications de la fraction présumée lipidique ou la plupart des au-
teurs s'accordent & situer l'activité florigénique. Par ailleurs, certains aspects
sont assez comparables & ceux décrits par CHARDARD (1970) sur des cellules de
Cosmarium placées en milieu hypertonique : régression des vacuoles, développement

de 1'appareil de Golgi, apparition de globules osmiophiles intracytoplasmiques.
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LA CONJUGAISON ET LA JEUNE ZYGOSPORE.

IT.3.1 Observations en microscopie photonique :

Figure 3e : Rupture des papilles et sortie des gamétes.

Cette conjugaison asynchrone montre des cellules qui ne sont encore
qu'au stade "émission des papilles de conjugaison", alors que leurs
partenaires qui ont émis une papille et €laboré une '"vésicule de
conjugaison" en sont déja au stade "rupture de la papille". Le cyto-
plasme (dont la membrane n'a &té figurée qu'aux niveaux ol elle est
décollée de 1la paroi) se contracte dans les hémisomates anciens
(fl8che) et progresse dans la partie néoformée (double fléche). L'ex-
trémité de la papille (1) se rompt sous la poussée du cytoplasme pour
former une sorte de tube mou, fortement fluorescent aprés coloration
au Cglcofluor-white, alors que le mucilage de la vésicule de conju-
gaison (2) est moins fortement fluorescent. Le mucilage qui entoure
la partie centrale des cellules (3) est encore plus diffus.

fig
U

o
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MAors que chez CLosterium Littorale (PICKETT-HEAPS et FOWKE, 1971)
les cellules appariées sont en contact étroit par leur partie centrale néoformée,
chez C. monififerum ces hémisomates néoformés ne sont pas accolés. C'est la
croissance des papilles de conjugaison qul assure le contact en méme temps que
s'édifie la vésicule mucilagineuse. L'émission n'est pas toujours synchrone ce
qui impligue qu'il n'y ait pas obligatoirement stimulation des gamétes l'un par
1'autre. Lorsque le contact est é&tabli a travers une mince couche centrale de mu-
cilage, la papille gonfle, sa paroi réfringente diminﬁe d'épaisseur tandis que
les plastes et le noyau pénétrent rapidement dans la papille élargie, par un
mouvement amiboide (Fig. 3e). La contraction du gaméte et son expulsion semblent
facilitées par l'accumulation de mucilage entre le plasmalemme et la paroi du

gamétocyste.

Figure 3f : Sortie des gamétes et fusion.

La contraction des gamétes s'accélére (fléche). Ils sortent dans la
vésicule de conjugaison distendue et s'arrondissent. La partie gauche
de la figure représente deux gameétes accol@s non encore fusionnés alor
que dans la partie droite la fusjon a eu lieu. Le Jeune zygote ainsi
formé est binucléé.
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Les protoplastes expulsés sur la gélose s'arrondissent et fusionnent
rapidement (Fig. 3f). Le phénoméne dure 3 EIS mn. I1 est plus rapide que chez
Cosmarium botrytis ol selon BRANDHAM (1967a) il dure 13 3 25 mn. Il arrive que
les gamétes ne sortent pas entidrement du gamétocyste. Le zygote prend alors une
forme irréguliére, avec deux protubérances qui demeurent attachées aux gaméto-

cystes vides (P1. I, fig. 8 et 9).

Lorsque les phénoménes sont asynchrones, ou que plus de deux cellu-
les sont accolées, le devenir d'une cellule-gamdte sans partenaire est trés va-
riable : elle peut revenir a 1'état végétatif si elle est remise en lumiére
atténuée, ou bien son contenu peut s'entourer d'une paroi épaisse et devenir une
parthénospore (Pl. I, fig. 11), ou bien la papille de conjugaison se lyse spon-
tanément et le contenu de la cellule se répand sur le milieu de culture. Il arrive
éussi que 4 zygotes haploides se forment cSte & cOte sans que s'effectue la fusion

des protoplastes.

C'est & ce stade que les cultures sont particuliérement sensibles aux

variations de pression osmotique du milieu {(voir p. 82 ).

Les Jeunes zygotes jumeaux ainsi constitués sont de forme subsphérique.
Leur paroi se colore au rouge de ruthénium ; la réaction A.P.S. est positive sur-
tout sur les restes pecto-cellulosiques de la vésicule de conjugaison, colora-
bles également par le "Calcofluor-white" (Pl. III, fig. ). Beaucoup plus inté-
ressante est la réaction qu'ils donnent avec le bleu d'aniline, utilisé selon
ESCHRICH et CURRIER (196L4) et caractéristique de la callose d'aprés ces auteurs,
bien que la spécificité de cette réaction soit parfois contestée. La callose
forme une mince couche fluorescente dans 1'U.V. autouf des zygotes dés les
premiéres heures de leur formation. Cette réaction persistera chez les zygospores
méme trds Agfes. Certains zygotes montrent des "bouchons" plus fortement fluo-

rescents, souvent situés au contact du gamétocyste vidé (P1. III, fig. T et 8).

La présence de callose a été signalée chez les Algues sous forme de
bouchons transitoires dans la paroi des cellules végétatives de Spinogyra, 2yg-
nema et Mougeotia par BUER (196k4), et chez trois espéces de Caulerpa par
ZAFARALLA et PANTASTICO (1971). A notre connaissance c'est la premidre fois qu'elle
est signalée autour des zygospores de Desmidiées. La plupart des auteurs consi-

dérent la callose comme un polysaccharide se formant trés rapidement en réponse
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& des conditions défavorables (températures basses ou élevées, plasmolyse), d'exis-

tence temporaire, jouant un rdle important dans les &changes d'eau.

Nos cultures de CLosterium étant effectuées sur milieu gélosé, on
peut se demander si la callose observée n'est pas une réaction pathologique au
milieu aérien dans legquel on force 1l'Algue 4 se reproduire. Il n'en est rien :
la callose se forme également autour des zygospores obtenues en milieu liquide,
en verre de montre. Il semble donc que cette Algue s0it en quelque sorte préadap-

tée au milieu aérien par son aptitude & protéger ses zygospores contre la des-—

siccation deés leur formation. Cette aptitude va probablement de pair avec 1l'absence

de "tube de conjugaison" protecteur des gamétes tel qu'il existe chez Spirogyra
ou chez CLosterium rostratum, ol nous n'avons pas observé de callose autour des

Zygospores.

A l'inverse, WATERKEYN et BIENFAIT (1967) attribuent & la callose un
r0le temporairement accélérateur de 1'évaporation de l'eau par transpiration

dans les feuilles de Sé&laginelle.

. La formation de callose dans le cas du C. moniliferum compenserait
alors la rareté des vacuoles contractiles, trés développées dans les zygospores

jeunes d'autres Desmidiées telles que Cosmarlum botrytis (BRANDHAM, 1967a).

Le contenu vert foncé de la zygospore permet de distinguer les L plas-
tes et leurs pyrénoides. Les noyaux sont difficilement mis en &vidence & ce stade.
Contrairement aux phénoménes observés par BRANDHAM (1967a) chez Cosmarium
botrytis et par KIES (1964, 1968) chez CLosterium acerosum et Micrasternias pa-
pilLifera, nous n'avons pas observé de vacuoles contractiles, tout au moins en
microscopie photonique, et le zygote ne subit pas de rétraction appréciable. Ni
LIPPERT(1967) chez C. monififeswn ni HOSHAW (1965) chez Sirogonium melanosposrum
ne signalent ces vacuoles contractiles. Les dimensions des zygotes varient peu
au cours de la maturation : 35-46 um x 50-55 um. Les zygotes issus de clones

diploides sont un peu plus volumineux : 60-70 um x 70-75 um (Pl. I, fig. 10).

Une paroi brune (la mésospore) est mise en place entre le deuxiéme
‘et le quatriéme jour aprés la conjugaison. Elle résiste & l'acétolyse ce qui
confirme sa nature voisine de celle de la sporopollénine. De plus, la primuline
utilisée selon WATERKEYN (1971) pour mettre en évidence la sporopollénine sur
des pollens d'Angilospermes donne sur les jeunes zygospores une faible fluores-—

. ~
cence Jaunatre.



IT.3.2 Observations en microscopie électronique :

A mesure que les papilles s'accroissent et gue les protoplastes y
pénétrent, la paroi réfringente diminue d'épaisseur, sans doute par étirements
elle est repoussée sur les cOtés du protoplaste extrudé. Les gametes font irrup-
tion a travers la paroi plus ou moins désorganisée de la papille et s'accolent.
Tout en continuant & sortir des gamétocystes, ils prennent dans le milieu ext?-
rieur une forme hémisphérique. La fusion a lieu dans une enveloppe protectrice
mucilagineuse non limitée, qui n'est pas 1'homologue du '"tube de conjugaiscn'
cellulosique solide et persistant des Zygnérmstacfes et de quelques Desmidiées/
dont ClLosterium rostrhatum (DUBOIS-TYLSKI, 1973). Des restes de la calotte ré-
fringente gélifiée et de la couche externe osmiophile caractéristique de la paroi
des CLosternium, se retrouvent autour des jeunes zygospores, spécialement & pro-
ximité des gamétocystes vides. Cette couche protectrice est d'épaisseur trés iné-

gale et parfois les protoplastes semblent nus dans le milieu extérieur (P1l. XIII,

fig. 1 et 2).

Comme chez CLosterdium Litfeorale (PICKETT-HEAPS et FOWKE, 1971) et
Spinogyra (FOWKE et PICKETT-HEAPS, 1971), il semble qu'une accumulation de vé-
sicules mucilagineuses entre le plasmalemme et la paroi du gamétocyste favorise
l'expulsion des gamdtes (P1. X, fig. b et P1. XIII, fig. 2). Au cours de cette
expulsion, les plastes deviennent &lastiques et déformables. Leur forme cylin-
drique dans 1'individu végétatif est presque sphérique dans les gemétes accolés.
A ce stade y apparaissent des inclusions paracristallines, de nature vraisem-
blablement protéique selon les données bibliographiques concernant ce type de
structure, rarement observées dans les cellules en cours de sexualisation, plus

fréquemment dans les jeunes individus issus de la germination (Pl. XIV, fig. 4).

La fusion des gamétes est extrémement rapide. Les plasmalemmes en con-—
tact s'accolent en certains points, mais nous n'avons pu observer d'images par-
faitement démonstratives de ce processus. La zone d'accolement est parfois trés
réguliére, sans aucun aspect de vésicules caraptéristiques de part et d'autre.
Parfois elle se présente comme un chapelet de vésicules irréguliéres plus ou
moins allongées. Il y a dans cette zone un remaniement de membranes trés rapide
et comme les protoplastes sont nus, il ne se produit pas & ce niveau les phénoménes
de lyse de parois contigués observés chez Spitogyra (FOWKE et PICKETT-HEAPS, 1971)
(P1. XIV, fig. 3). '
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L'aspect est parfois trés voisin de ce que l'on peut observer lors de
la fusion de protoplastes de Spermatophytes, avec une chalne de petites vacuoles

au niveau des plasmalemmes fusionnés (BURGESS et FLEMING, 197k).

Dés sa formation, la zygospore &labore une couche callosique dont
1l'aspect au microscope &lectronique est assez variable. Peut_&tre par défaut de
fixation, elle se présente rarement sous sa forme classique de couche parfaite-
ment transparente aux &lectrons. Le plus souvent elle =z un aspect grisitre et
fibrillaire (Pl. XV, fig. 5, 6, 7). Il est probable aussi qu'il ne s'agit pas de
callose seule. Elle est sans doute associée & des composés pectocellulosiques,
qui donnent ure réaction positive au '"Calcofluor-white'". PRAT et ROLAND (1971)
ont d'ailleurs mis en évidence autour de cellules plasmolysées destinées a four-
nir des protoplastes la présence simultanée, dans 1l'espace de rétraction, de
polysaccharides réactifs & la fois au Calcofluor-white et au bleu d'aniline,

et présentant un aspect fibrillaire en microscopie &lectronique.

L'origine de la callose est controversée. Pour HEITZ (1971), des vé-
sicules "grises", denses aux €lectrons et de grande taille, d'origine golgienne,
participent 4 1'élaboration de la callose dans le tube pollinique du Linum aus-
triacum. Pour GENEVES (1973) le plasmalemme joue un rdle primordial dans la mise
en place de la callose, formée dans de grandes vésicules “grises" dont 1'origine
n'est pas précisée. Pour CATESSON (1973), les précurseurs de la callose sont
transportés sous forme de glucides de faible poids molé&culaire dans les saccules
du réticulum endoplasmique ; les précurseurs de la callose et de la cellulose ont

des voles de transit trés différentes.

Chez CLosternium moniliferum nous observons une abondance de vésicules
"grises" dont le contenu semble s'incorporer au plasmalemme festonné, mais bien -
que l'appareil de Golgi soit actif dans la jeune zygospore, l'origine golgienne
de ces vésicules n'est pas démontrée. Le réticulum endoplasmique est extr&mement
développé 3 proximité du plasmalemme et présente de grands saccules clairs (Pl. XV,

fig. 5 et P1. XVI, fig. 8 et 9).

La zygospore de 24 heures est donc entourée par les restes irréguliers
et diffus de la couche externe osmiophile de la papille, par une enveloppe mucila-
gineuse provenant de la désorganisation de la vésicule de conjugaison et par une
couche callosique qui est 1l'exospore sécrétée par le zygote d€s sa formation (Pl. XV

fig. 7).
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Le cytoplasme ne présente pas de modifications importantes par rapport
aux gamétes. La seule différence notable est la présence de vacuoles contractiles,
qui n'avaient pas &té observées en microscopie photonique (Pl. XV, fig. 6). Elles
sont peu volumineuses, et n'existent que dans les premidres heures de vie du
zygote, alors que la couche callosique est peu développée. Ensuite, elles régres-
sent complétement et le contenu du zygete devient trds dense, trés osmiophile,
ainsi que l'avaient observé PICKETT-HEAPS et FOWKE (1971) chez ClLosteriun Litto-
rale. '

Les plastes, remplis d'amidon accumulé par les gamétes ont encore des

pyrénoides bien distincts.

Entre 24 et 48 heures commence i s'édifier, au contact de 1l'exospore
callosique, la premiére couche de la mésospore, de nature sporopollénique, déja
observée par KIES (1970b) chez Micrasterias papillifera. La sécrétion de cette
couche de sporopollénine, au contact d'une couche callosique,présente de remar-
quables analogies avec les aspects observés par ROBERT (1971) lors de 1'édifica-
tion des parois microsporales chez Sefaginella selaginoides ou par CHRISTENSEN
et al. (1972) lors de la formation du pollen chez Sorghum bicolox.

Les pigments caroténoldes accumulés lors de 1l'induction sexuelle des
cellules de CLostesrium se retrouvent dans la zygospore, ol ils participent vrai-
semblablement & 1'élaboration de la mésospore sporopollénique. SHAW (1971) attire
l'attention sur la présence de sporopollénine autour des zygospores des Mucoxn,

ol l'on observe également une accumulation de caroténoides au cours de la sexua-
lisation ; les deux types de zygospores sont tout & fait comparables. Cependant,

la sporopollénine n'est pas limitée aux spores sexuées chez les Algues : ATKINSON
et al. (1972) ont montré sa présence dans la paroi des Chlorella et d'autres
Algues, capables d'accumuler des caroténoides & la fin de leur période de multipli-

cation, ou en milieu carencé en azote.

La mise en place de la sporopollénine (Pl. XVI, fig. 8, 9, 10) se fait
i 1'extérieur du plasmalemme, au contact de la callose qui ne semble pas se dé-
grader, soit sous forme de granules, soit de lamelles fortement osmiophiles,
observées d'abord par ROWLEY et SOUTHWORD (1967). Ces lamelles, a structure tri-
partite caractéristique, s'accroissent par leurs bords, vraisemblablement par poly—
mérisation des précurseurs en provenance du cytoplasme (HESLOP-HARRISON et DICKIN-
SON, 1969).
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Les coupes de zygospores Agées de 48 heures montrent & partir de l'ex-

térieur (P1. XVII, fig. 11 et 12) :

la couche externe osmiophile rompue des papilles de conjugaison ;

les restes irréguliers de la vésicule de conjugaison & structure fibrillaire ;

1'exospore callosique d'épaisseur variable ;

- la premiére couche sporopollénique de la m&sospore.

Les quatre plastes sont encore visibles, avec leurs pyrénoides. Les
noyaux sont encore distincts et les volumineux globules osmiophiles intracytoplas-

miques ont tendance & se regrouper & l'un des pOles de la zygospore.
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CHAPITRE 111 - La ZYGOSPORE MURE.

111.1 - OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE.

Les phénoménes apparents de la maturation se terminent 7 & 15 jours
aprés la conjugaison ; 48 heures aprds celle-ci la paroci brune est constituée
et on peut parler alors de zygospore. Classiquement, cette enveloppe comporte

trois parties (Pl1. I, fig. 12).

L'exospore est mince, colorable par le rouge de ruthénium ; le réactif
iodophosphorique et le chlorure de zine iodé la teintent en bleu clair. Elle est
essentiellement pecto-cellulosique. Cependant le Soudan III la colore faiblement
et nous avons vu qu'elle présentait également aprés coloration par le bleu d'ahif

line, la fluorescence caractéristique de la callose.

La mésospore, épaisse d'1l Um environ, est brun clair sur le vivant. Il
semble que l'on puisse distinguer deux couches, non colorables par le rouge de
ruthénium, ni par le chlorure de zinc iodé. Le réactif iodo-phosphorique la colore
en bleu dans sa partie moyenne. Elle donne avec la primuline une trés faible fluo—

rescence jaundtre et résiste 4 l'acétolyse.

L'endospore & environ 2 Um d'épaisseur. Elle n'est pas colorable par
le rouge de ruthénium. Le chlorure de zinc iodé la colore en bleu vif de méme
que le réactif iodo-phosphorique ; son épaississement se poursuit pendant 8 &

15 jours aprés la conjugaison.
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Ces données concordent avec les observations de BRANDHAM (1967b) chez
Cosmarium et de KIES (196k4) chez C. acerosum. Il semble, d'aprds KIES (1968), que
le zygote de Micrasterias papillifera posséde une exospore a 2 couches, 1l'externe

colorable au rouge de ruthénium, 1'interne colorable au chlorure de zinc iodé.

La chlorophylle disparalt peu & peu, et les plastes ne sont plus in-
dividualisés. Il subsiste d'abord 5 ou 6 pyrénoides, puis seulement deux masses
de grains d'amidon ol le pyrénoide n'est plus décelable. Le cytoplasme contient
par ailleurs d'énormes inclusions osmiophiles, colorables par le Soudan III et
le noir Soudan et renfermant des pigments caroténoldes mis en &vidence par la
réaction de Carr et Price. Cette abondance de caroténoide§ se retrouve chez la
plupart des Desmidiées. Les deux noyaux des gamétes sont parfaitement individua-
lisés et présentent un €norme nucléole. Des inclusions protéiques peuvent &tre mises

en évidence par le bleu de bromophénol mercurique (MAZIA et al., 1953).

Chez le C. moniliferum, des observations répétées de semaine en semaine
au cours de la maturation pendant un mois, montrent aprés coloration au lugol, la

disparition progressive de deux plastes.

IIT1.2 - OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE.

L'ultrastructure des zygospores de Desmidiées a &té jusqu'd présent peu étudiée

en raison des difficultés rencontrées au niveau des processus de fixation et d'in-
clusion de ces organes de résistance. On peut toutefois citer les travaux de

BUER (1964) sur Spirogyna et de KIES (1970b) sur Mlcrasterias papillifera ; seule
la structure de la paroi y est décrite. PICKETT-HEAPS et FOWKE (1971) montrent
quelques aspects de jeunes zygospores de CLosterium Littorake et de Spirogyra.
JORDAN (197k) a observé dans la zygospore de Spirogyra des "projections" de 1'en-

veloppe nucléaire des "pronucléi'.
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IIT.2.1 Méthodes de fixation et d'inclusion :

Les techniques de fixation et d'inclusion de ce matériel difficile ont
€té mises au point par Michel ABADIE qui est 8galement 1'auteur des micrographies

électroniques concernant ce chapitre.

Le matériel est initialement trié par micromanipulation. Seuls sont
retenus les gzygotes effectivement en phase de gquiescence absolue. L'enveloppe for-
mée par la vésicule de conjugaison est enlevée par microdissection. On utilise la
fixation combinée aux aldéhydes par immersion des zygotes dans le mélange para-
forméldéhyde—élutaraldéhyde—tampqn cacodylate de sodium & pH 7,2, additionné de
plasma humain lyophilisé. Aprés 15 minutes de traitement sous vide, le fixateur
est régénéré pour une période de 12 heures a L4°C. Plusieurs lavages dans le méme
tampon sont nécessaires avant de post-fixer par 0s0), 3 4°C durant 8 heures. La
déshydratation par la série des alcools est conduite progressivement jusqu'aux
bains d'oxyde de propyléne pur suivis d'une imprégnation trds soignée dans di-

verses résines fluides.

Lorsque les zygotes sont dans le bain de résine pure, sans accéléra-
teur , une premiére incision est pratiquée dans la paroi & l'aide d'un microscal-
pel, ce qui permet au gaz sous pression de s'échapper tout en décollant 1légerement
les :diverses couches de la paroi. Selon le cas et aprds 24 heures d'imprégnation
préalable dans la résine pure, les différentes enveloppes peuvent &tre successive-
ment enlevées au micromanipulateur. A ce stade, des pressions exercées sur 1l'en-
semble du zygote, & l'aide d'instruments appropriés, permettent de s'assurer du
départ de la totalité du gaz contenu dans le cytoplasme. On termine par un déga-

zage de 15 minutes a la pompe, sous une pression de 10'? Torr.

La résine d'imprégnation est renouvelée plusieurs fois durant 15 jours
& 48°C, avant de lui substituer le mélange final avec accélérateur,dont la polymé-
risation est conduite progressivement. L'Araldite, le mélange Epon-Araldite ou
encore le produit Spurr ont &té utilisés avec succés dans 1'imprégnation des
zygotes. Le DMSO™ & &té employé & 20 % aprés une fixation convenable par le mé-

lange paraformaldéhyde-glutaraldéhyde.

an
.

D.M.5.0. : dimethylsulfoxide, quti permet Ll'élimination des lipides.
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IT7.2.2 ILa paroi :

Si ses différentes couches peuvent déjd &tre grossiérement mises en
évidence par la microscopie photonique et les colorants classiques, la microsco-
pie électronique & transmission apporte des précisions intéressantes sur sa struc-

ture :

- la vésicule de conjugaison pectocellulosique persiste autour de la zygospore.
Son épaisseur trés variable, est de 0,6um en moyenne et sa périphérie montre
parfois les restes rompus de la couche osmiophile qui limitait le gametocyste
(P1. XVIII, fig. 3) 3

- l'exospore callosique, édifiée en 24 heures environ, a une épaisseur variant

de 0,2 ym & 0,8 ym, parfois plus de 1 um au niveau des "bouchons" visibles sur
certaines zygospores. Elle se présente tantdt comme une eouche parfaitement clai-
re aux électrons, tantdt comme une couche finement granuleuse (Pl. XVIII, fig. 3

et L)

— la mésospore constitue a4 elle seule un ensemble trds complexe : elle est &gale-
ment différente de celle du zygote de Micrasterias papilligera déerit par KIES

(1970b).

A 1'état de maturité totale on y distingue au moins quatre zones.

La premiére est formée d'une couche polysaccharidique & fibrilles en
réseau, d'une épaisseur de 0,1 um, qui n'apparait pas distinctement aprés fixa-
tion osmique, mais plus nettement aprés la double fixation aldéhyde-osmium

(P1. XVIII, fig. 5a).

La seconde, constituée d'une couche de substance analogue a la sporo-—
pollénine, résistante & l'acétolyse, apparait trés opaque aprds fixation & 1'os-
mium, mais plus claire dans le cas de la double fixation avec le complexe para—
formaldéhyde-glutaraldéhyde. Son épaisseur est de 0,2 Um environ (Pl. XVIII,
fig. 5b).

La troisiéme est représentée par une couche de 0,5 um d'épaisseur en-
viron, dans laquelle des fibrilles de cellulose s'intriquent en présentant des
entrecroisements trés particuliers destinés probablement a ancrer fortement 1'une

dans l'autre les couches de sporopollénine et de cellulose (Pl. XVII, fig. 5c).

La quatriéme est constituée par une couche de sporopollénine interne

de 0,2 um environ (Pl. XVIII, fig. 54).

Une couche supplémentaire de nature polysaccharidique, constituée par un réseau
bourgeonnant de fibres de cellulose peut €tre différenciée & l'intérieur de la

couche d (Pl. XVIII, fig. 5e). L'intrication des fibrilles dans la couche de
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sporopollénine précédente semble postuler en faveur d'un rattachement de cette
couche 3 la mésospore, dont elle faciliterait l'ancrage au niveau de 1'endospore
sous~jacente. On peut aussi considérer qu'il s‘agit de la partie la plus externe

de l'endospore.

- 1'endospore. D'aprés KIES (1970b) 1'endospore du Micrasterias papillifera se
sépare mécaniguement en deux couches. Nous n'avons rien observé de semblable dans
la zygospore quiescente du CLosterium moniliferum. L'endospore est une énorme
couche cellulosique dont 1l'épaisseur variable peut atteindre 1,8 um et dont la
structure est stratifiée. Le nombre de strates varie de 14 & 27 sur les échantil-
lons observés. L'épaisseur moyenne d'une strate est de 70 nm environ (Pl. XVIII,
fig. b4). Chez les zygospores &gées qui entament un processus de germination spon-
tanée la partie interne de 1'endospore perd sa stratification (P1. XVIII, fig. 1).
Les zygospores agées sont incrustées de sels de fer et donnent une réaction bleue

au ferrocyanure de potassium.

La paroi présente peu de différences avec celle du Micrasterios papil~
Lifera (KIES, 1970a et b) ou du CLosterium Zziibﬂaﬁe (PICKETT-HEAPS et FOWKE,
1971). Celles—ci apparaissent surtout au niveau de la mésospore oll 1'alternance
et 1'épaisseur des couches de cellulose et de sporopollénine sont variables. La
caractéristique essentielle du matériel &tudié consiste en une exospore callosi-

gue non observée dans aucun des cas précédents.

III.2.3 Les constituants cytoplasmiques :

Le contenu extrémement dense des zygospores leur confére des aspects

ultrastructuraux semblables & ceux des graines.

Les noyaux. Les deux noyaux des gamétes demeurent séparés dans la
zygospore. Ils ne fusionnent qu'aprés réhydradation et verdissement des deux
plastes. Aucune coupe n'est passée avec certitude.au niveau des noyaux dans le zy-—

gote quiescent.

Le plasmalemme. Difficile & définir dans la zygospore miire, nous avons

pu observer qu'il est parfois séparé de 1'endospore par une "zone & déchets"

(P1. XVIIT, fig. 6). Il semble que s'y aécumulent des débris membranaires qui se
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retrouvent sous la forme d'enroulements myéliniques. De telles figures s'obser-—
vent également au moment de 1'enkystement des zoospores du Blastocladiella emer-
sonidi. CANTINO et TRUESDELL (1972) les consid@rent comme des "manifestations vi-
sibles d'altérations dans les membranes lorsque les zoospores sont incitées a
s'enkyster". I1 n'est pas rare d'apercevoir des restes de thylakoldes entre le
plasmalemme et les globules osmiophiles périphériques. Nous avons pu d‘'autre
part constater la présence d'un gaz sous pression a4 L'intérieur de la zygospore.
S'il vient 4 s'accumuler entre le plasmalemme et 1'endospore, son départ brutal
au moment de la fixation favorise la décompreésion du plasmalemme, ce qul pro-
voque une désorganisation générale et une perte d'homogénéité de l'ensemble du
cytoplasme. Il est possible que ce gaz soit du COo respiratoire. Au moment de

la réactivation par la lumidre, ce gaz parait se résorber et la fixation s'en
trouve facilitée. A la "poche & gaz" correspond dans le cytoplasme une 'zone
spongieuse" lacuneuse, difficile & imprégner, ol l'on observe une accumulation
de vésicules & contenu clair, non nettement délimitées, avec quelques globules
chromophores osmiophiles. Une telle structure correspond vraisemblablement & la

zone de stockage du gaz dans le zygote (P1l. XIX, fig. 6).

Les sphérosomes ou globules lipidiques, ou oléosomes : Nous avons

adopté la terminologie de "sphérosome" qui désigne pour YATSU et al. (1971) ce
que les auteurs précédents séparaient sous les termes de sphérosomes et de glo-
bules lipidiques. La littérature donne & ce sujet des interprétations fort dif-

férentes.

Pour SOROKIN (1967) et SMITH (1974), sphérosomes et globules lipidi-
ques sont des entités totalement différentes. Les sphérosomes, antérieurs a la
formation des globules lipidiques, sont formés 3 partir du réticulum endoplas-
mique, en accord avec les observations de FREY-WYSSLING et al. (1963) ; ils
renferment des phospholipides et sont limités par une membrane unitaire qui em-—
péche leur coalescence. Les globules lipidiques selon SMITH (1974) renferment
des triglycérides, et se forment dans des "zones particuliéres du cytoplasme” au
cours du développement des graines. FREY-WYSSLING et al. (1963) les font dériver
des sphérosomes et y observent &galement une membrane ﬁnitaire limitante. Si
SCHWARZENBACH (1971) admet cette filiation, il constate chez Ri{cinus communis
qu'au cours de la transformation du sphérosome en globule lipidique, la membrane
unitaire se modifie et que le globule lipidique n'est plus limité que par la cou-

che externe de cette membrane originelle. YATSU et JACKS (1972) observent de
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méme une "demi-membrane unitaire" autour des "sphérosomes" ou "oléosomes" pris

dans un sens trés large, terminologie simplifiée que nous avons également adoptée,

Les sphérosomes constituent la réserve la plus importante de la Zygospo-
re. Les techniques de fixation les préservent plus ou moins bien (Pl. XIX, fig. 1).
I1 semble que leur contenu ne soit pas homogéne ; l'extraction par le D.M.S.0. est
en effet incompléte (P1l. XIX, fig. 3). De rares auteurs (PIHAKASKI, 1972) obser-
vent une membrane unitaire tripartite autour des globules lipidiques. D'autres
n'observent & leur périphérie "aucune membrane nette" (BERKALOFF, 1970). La plu-
part cependant s'accordent & voir autour de ces globules une "structure inter-
faciale" bien définie (HARWOOD et al. 1971, MOLLENHAUER et TOTTEN, 1971) ou une
"demi-membrane unitaire" (YATSU et JACKS, 197é). Dans le cas présent, il semble
bien que les globules contigus montrent chacun une "demi-membrane unitaire", dont

la juxtaposition simule une membrane tripartite (P1l. XIX, fig. 4).

Les globules protéiques. Provenant vraisemblablement de l'accumulation

de réserves dans les vacuoles ou dans des cavités du réticulum endoplasmique,
sans que cela ait pu étre démontré, dans le cas présentjiISSont comparables aux
grains d'aleurone des graines, sans différenciation de globoide ni de cristalloi-
de. Leur aspect varie avec le type de fixation ; il est finement granuleux aprés
fixation permanganique. Le globule semble limité par une membrane unitaire

(P1. XIX, fig. 2).

Le hyaloplasme. Il montre une dense accumulation de ribosomes. Le ré-
ticulum endoplasmique n'est pas visible. De trés rares mitochondries inactives
sont cependant observables tandis que les dictyosomes ne peuvent &tre mis en

évidence (Pl. XIX, fig. 5).

Les'plastes. Au nombre de quatre dans la jeune zygospore, les plastes
sont réduits 4 deux dans le zygote miir. Le devenir des plastes dans les zygotes
d'Algues est trés variable. Dans le zygote de laminaia, les plastes provenant
des gamétes coexistent (BISALPUTRA et al., 1971). BRATEN (1973) démontre, par
des &tudes autoradiographiques, la désintégration rapide de 1'un des deux plastes

dans le zygote de 1'Ufva mufabilis.

Chez le Chlamydomonas neinhardtii, CAVALIER-SMITH (1970) a montré une
fusion des plastes provenant des deux gemétes ; il en est de méme chez le Mono-

strnoma grevillel (CHESNOY et JONSSON, 1973).
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Chez le CLosterium moniliferum, si- les observations en microscopie
photonique suggérent une dégénérescence de deux des plastes parentaux, la mi-
croscopie &lectronique n'en donne pas de preuve absolue mais l'abondance de thy-
lakoldes dispersés dans la zygospore et les lamelles rejetées & 1l'extdrieur du
plasmalemme peuvent faire penser & un processus de dégénérescence (Pl. XIX, fig. 1

et 5).

Bien qu'incolores, les plastes de la zygospore milre sont peu modifiés.
On y observe des thylakoldes &pars, rarement gmpilés, et des grains d'amidon
(P1. XX, fig. 1). Ils présentent cependant, par rapport 3 l'individu végétatif,
des différences caractéristiques. On n'y voit aucun pyrénoide. Par contre, plu-

sieurs types d'inclusions s'y rencontrent :

- La phytoferritine : caractérisée par son opacité naturelle aux &lectrons, elle

n'a été observée & aucun autre stade du cycle de 1'Algue. Elle se présente sous
1l'aspect d'un réseau irrégulier et trés dispersé (P1l. XIX, fig. 8). D'aprés
ROBARDS et ROBINSON (1968), la phytoferritine assure une fonction de stockage
du fer sous une forme non toxigue pour la plante. Elle peut se rencontrer dans

les plastes non différenciés ou sénescents.

- Les structures paracristallines intraplastidales : ces structures ne sont pas

propres & la zygospore. On les observe rarement dans les individus en voie de
sexualisation, plus fréquemment dans les jeunes individus issus de la germination
oll elles coexistent avec des pyrénoides (Pl. XIX, fig. 7 et Pl. XX, fig. 2).

Chez les Spermatophytes, elles ont été observées par de nombreux auteurs. Pour
certains, comme SHUMWAY et al. (1967), elles sont en relation avec le milieu
d'isolement et apparaissent aprés traitement par des solutions hypertoniques. Leur
nature est vraisemblablement protéigue. NEWCOMB (1967) signale leur ressemblance
avec le corps prolamellaire des chloroplastes €tiolés mais remarque leur plus faible
taille, leur organisation moins régulidre et leur apparente indifférence & 1l'ac—
tion de la lumiére. Leur aspect les rapproche plutdt du "stromacentre" décrit

par GUNNING (1965) dans 1'étioplaste d'Avoine, ou des "centres cristallins" ob-
servés par VON WETTSTEIN (1959) chez Picea.

On pourrait également les rapprocher de la matrix cristalline du pyrénoide de cer-—
taines Algues. HOLDSWORTH (1968) chez Achnanthes brevipes, KOWALLIK (1969) chez
Prorocentrum micans et BERTAGNOLLI et al. (1970) chez Chlorella pyrencidosa, dé-

crivent de tels pyrénoldes cristallins, attirant d'ailleurs 1l'attention sur la
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similitude existant entre ces aspects et les zones cristallines rencontrées dans

le stroma des plastes des végétaux supérieurs dépourvus de pyrénoides.

Quoi qu'il en soit, stromacentres ou précurseurs de pyrénoides, leur rdle n'a
pu &tre &lucidé pour 1l'instant. De méme, leur relation possible avec la phyto-

ferritine n'a pu &tre précisée (P1. XIX, fig. 8).

- Les corps prolamellaires : caractéristiques des étioplastes de végétaux supé—

rieurs, ces formations ont été rarement décrite chez les Algues. On en connait ce-
pendant chez Chlamydomonas reinharndtii (FRIEDBERG et al., 1971), ChLorella pyre-
noddosa (BUDD et al., 1969) et Euglena grnacifis (SALVADOR et al., 1971), cultivés
a4 l'obscurité. Les plastes du C. mond€iferum montrent,-dans la zygospore mainternue
a4 1l'obscurité, des zones & arrangements microtubulaires lAches. Ces microtubules,
d'un diamétre variable, ressemblent a des sections de thylakoides et sont parfois
en relation avec des dilatations de ces derniers (Pl. XIX, fig. 8). De telles
formations ont été observées chez d'autres Algues maintenues a la lumiére par
HOFFMAN (1967) chez Oedogonium, par BARTELS et HOSHAW (1968) chez S{rogonium,

par Mc LEAN et PESSONEY (1970) chez Zygnema, et par PICKETT-HEAPS (1968) chez

VoLvox, Chara et Nitella sans €tre assimilés & des corps prolamellaires.

IIT.2.4 Le zygote réactivé par la lumiére :

Deux & trois heures de lumiére blanche sans réhydratation de la gélose
suffisent & réactiver les zygospores conservées 4 l'obscurité pendant plusieurs
mois. La fixation et 1'inclusion deviennent éussith plus faciles et des modifica-

tions importantes sont rapidement décelables.

L'endospore perd sa structure straﬁifiée et acquiert une structure
réticulée (P1. XVIII, fig. 1). La_éouche interne de 1l'endospore se désorganise
profondément ; c'est elle qui persistera autour de ia vésicule de germination.
Entre le plasmalemme et l'endospore, on observe une accumulation de lamelles en-—
roulées, d'allure myélinique, et le plasmalemme présente lui-méme un aspect fes-

tonné (P1. XX, fig. 5).
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Le cytoplasme perd sa densité. Il renferme de nombreuses vésicules 3
contenu clair, mal délimitées, entourées de polyribosomes. Les sphérosomes eux-
mémes prennent un aspect réticulé, indice d'un début de "recyclage" de leur con-

tenu (Pl1. XX, fig. 6).

Les corps protéiques, de grande taille, & contour irrégulier, montrent

un contenu particulidrement dense aux &lectrons (Pl. XX, fig. 6).

Les dictyosomes s'individualisent & nouveau et, comme chez 1'individu

végétatif, se retrouvent typiquement localisés autour des plastes (Pl. XX, fig. 6).

La structure des deux plastes reprend un aspect typique sans qu'aucun
verdissement ne soit apparent & ce stade. Les lamelles, beaucoup plus nombreuses,
semblent se reformer & partir des zones vésiculeuses qui simulaient, dans le zygo-
te quiescent, un corps prolamellaire (Pl. XIX, fig. 8). Elles ne paraissent pas,
contrairement & ce que signale CHARDARD (1971a) chez CLosterium acercswn cultivé
en lumidre atténuée, se former 3 partir d'invaginations de l'enveloppe plastidale
interne. Les thylakoldes, dispersés de maniére lache dans le zygote quiescent,
se réorganisent en empilements simulant des granums (Pl. XX, fig. 4). Entre les
thylakoides on peut observer de nombreux plastoglobules alignés, comme chez les
individus végétatifs. L'amidon, toujours abondant, est groupé autour d'un pyré-
nolde qui se reforme rapidement. Il se présente comme une zone granuleuse dense
8 l'intérieur de laquelle pénétrent les thylakoldes, comme dans la structure vé-

gétative typique (Pl. XX, fig. 2 et 3).

Le stroma du plaste comporte des zones claires ol sont dispersées des
granulations denses aux électrons, de nature inconnue (phytoferritine ?) et des
vésicules 3 contenu granuleux, semblables & celles observées par CHARDARD (1971b)
chez CLosterium acerosum cultivé en lumicre atténuée. Le contenu de ces vésicules
présentent parfois un aspect cristallin (Pl. XX, fig. 2) ce qui pourrait faire
penser qu'il s'agit bien de "stromacentres"trds dispersés (peut &tre & 1l'origine

de 1'amidon stromatique ?).

Si 1'étude ultrastructurale de la zygospore mire de CLosterium moni-
Ziﬁehum ne nous permet pas encore d'apporter d'amples précisions sur le mode de
formation et la nature de certaines enclaves de réserve, elle nous aide, cepen-

dant, 8 mettre en lumidre, d'une part la succession des couches qui composent
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la paroi, la présence d'une poche & déchets extérieure au plasmalemme et d'une
zone gazogéne spongieuse au sein du cytoplaéme ; d'autre part elle nous révéle,
dans les plastes de cet organisme, la présence de corps prolamellaires et de

formations paracristallines particuiiéres, qui sont autant de structures rare-

ment décrites chez les Algues.
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CHAPI{TRE IV : La GERMINATION.

IV.1 - OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE.

IV.1.1 Les stades morphologiques de la germination :

r

Les zygospores obtenues en grande gquantité dans des conditions d'éclai-
rement appropriées forment sur la gélose ol elles se sont développées une couche
jaune pale. Au microscope elles montrent une &paisse paroi brunitre (> 2 um) et un
contenu granuleux ol deux masses plastidales incoloresbsont parfois distinctes.

Leur diamétre est d'environ 50 um. Le lugol permet d'y mettre en &vidence deux
masses amylifeéres dépourvues de pyrénoide. Le noir Soudan y colore des globules
lipidiques trés abondants, et le bleu de bromophénol mercurique, selon MAZIA et al.
(1953) permet d'y observer des globules protdiques. La coloration par le carmin acé-
tique aprés fixation par le mélange &thanol absolu : 3 parties/acide ac&tique gla-
~cial : 1 partie montre deux noyaux gamétiques de taille équivalente, d volumineux -

nucléole. A 1l'obscurité, cet aspect peut se maintenir un an ou davantage.

- Le stade "deux plastes verts" (Pl. I, fig. 13 et P1. XXI, fig. 1) :

Aprés 6 & 24 heures de réhydratation, les zygospores augmentent trés 1&-
gérement de volume. De maniére non synchrone, dans une population obtenue pourtant

dans les mémes conditions, les deux plastes amylifeéres verdissent. Le cytoplasme
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ne se modifie pas de maniére apparente. Le verdissement net des plastes colncide
avec la fusion des noyaux gamétiques. Ce comportement avait déja été signalé par
BIEBEL (1964) chez Netrium digitus. La fusion nucléaire a lieu 24 & 36 heures aprds
le début de la réhydratation et de 1'éclairement, et on peut parfois observer un

début de prophase d la fin de ce stade.

-~ Le stade "vésicule de germination"

Aprés 36 heures de réhydratation, la plupart des zygospores montrent
la sortie des "vésicules de germination“(Pl. I, fig. 14). C'est un phénoméne brus-
que et non synchrone pour des zygospores apparemment identiques. Il est d8 essen~
tiellement & la réhydratation du contenu cytoplasmique ; la sortie de la vésicule
ne se fait pas au hasard par une déchirure comme chez CLosferium acerosum (KIES,
1964) ; il ne s'agit pas non plus d'un opercule comme chez PLewrotaenium ehrenber-
gL (LING et TYLER, 1972), mais d'une fente bordée de dents arrondies qui se pro-
duit dans 1l'enveloppe de la zygospore (Pl. XXI, fig. 6). Cette fente n'est pas
visible avant la germination ; elle ne préexiste pas 4 celle-ci comme c'est le cas
chez Spirogyna ol le zygote quiescent en montre déja 1'emplacement. La vésicule
fait saillie par cette fente, se gonfle progressivement et on assiste en méme
temps 4 son décollement de la paroi opposée (Pl.'XXI, fig. 2). Contrairement &
l'interprétation de KIES (196L) et de LIPPERT (1967) il ne s'agit pas d'un vérita-
ble protoplasteQ Le cytoplasme est entouré de la partie interne cellulosique de
1'endospore colorable par le "Calcofluor-white" (Pl, III, fig. 6) ; lorsque la for-
me de la zygospore est irréguliére, celle de la vésicule 1l'est aussi, contrairement
a ce qu'observent LING et TYLER (1972) chez Plewrofaenium ol la vésicule prend une
forme sphérique quelle que soit celle de la zygospore. Chez Netrium digitus, BIEBEL

(1964) signale que 1l'enveloppe de la vésicule est "quelque peu rigide".

Le diamétre moyen de la vésicule est d'environ TO pm. Entre 36 et 48 heu-
res aprés le début de la réhydradation, la coloration au carmin acétique permet de
mettre en évidence les stades de la méiose. Au cours de ce processus, le diamétre
de la vésicule diminue pour revenir vers 55 um environ, puis son contenu se scinde
en deux parties. Cette scission irféguliére commence typiquement par un bord ; des
formes en coeur sont visibles & ce stade et les processus incomplets conduisent &

des individus a4 trois branches.

Le nombre de plastes dans la vésicule est typiquement de 2., Il est de L
dans les vésicules issues de zygospores tétraploides qui donneront naissance & b

jeunes individus.
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- Le stade "2 jeunes individus"

Lorsque la méiose est achevée, la vésicule contient deux jeunes indivi-
dus ou "gones" des auteurs anglo-saxons. Chacun renferme deux noyaux haploides,
1'un normal, & nucléole volumineux, l'autre en dégénérescence. Les “"gones" d'abord
orthogonaux (Pl. XXI, fig. 1) deviennent paralléles. Ils n'ont pas & ce stade la
forme typique en croissant des CLosterium adultes (Pl. I, fig. 15 et P1. XXI, fig.

Le nombre de "gones" est variables chez les Desmidiées : 1 seul chez
Cosmarium binetum (STARR, 1959) et chez PlLewrgfaenium ehrnenbergil (LING et TYLER,
1972) 3 2 chez Cosmarium botrnytis varn. subfumidum (STARR, 1955a), CLosterium ace-
nosum (KIES, 196L), Micrasterias notata (LENZENWEGER, 1968), CLosterium monilife-
suum (LIPPERT, 1967 ; DUBOIS-TYLSKI, 1972) ; 1, 3, 4 ou 5 chez Netnium digitus var,
digitus (BIEBEL, 1964), L chez Stawwastrum dickiel var. parallefum qu'il faut
nommer actuellement Staurodesmus mucronaius (Ralfs) Croasd. var. parallefus (Nordst
Teiling. (FRITSCH, 1948).

Les "gones" renferment d'abord chacun un plaste puis celui-ci se divise.
Les pyrénoides ne deviennent visibles et caractéristiques qu'd ce stade. L'allonge-
ment des cellules provoque la rupture de la vésicule de germination. Les "gones"
demeurent proches sur le milieu gélosé et dans des conditions d'éclairement favora-

bles, ils peuvent se sexualiser immédiatement aprds leur premiére bipartition.

Iv.1.2 La méiose :

La coloration nucléaire bar la méthode exposée pour la mitose nécessite
1'écrasement des zygospores fixées. Pendant les premifres 24 heures de réhydrada-
tion on met en évidence les deux noyaux-gamétes, trés proches 1'un de 1l'autre mais
bien distincts (P1. II, fig. 4). La fusion nucléaire coincide avec le verdissement
des plastes. Le noyau de fusion se place entre les deux plastes, & la partie infé-
rieure et il a souvent une forme triangulaire aprés étalement. Lors de la sortie
des vésicules de germination, le noyau se trouve en prophase de méiose, au stade
diploténe ou diacindse (Pl. II, fig. 5 et 6). Les bivalents sont trds nombreux et
peu séparables. Comme 1'ort fait observer BRANDHAM et GODWARD (1965b) chez Cosma-
nium botnytis, le noyau est placé de telle sorte que le développement du fuseau

n'est pas limité par les plastes. Ce fuseau est en général tronqué ; contrairement

1.

2)
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3 ce qui se passe chez Cosmaiium botrnytis, la plaque métaphasique est ici trés
nette (Pl1. II, fig. 7 et 8). L'anaphase I est trds rapide et nous n'en avons obser-
vé que 2 : il semble qu'un ou deux chromosomes, plus longs, présentent un certain
retard lors de la montée aux pdles (Pl. II, fig. 9). Si chez Cosmarium botrhytis,

on passe directement de l'anaphase d la métaphase II, il semble qu'ici on puisse
distinguer une interphase (P1. II, fig. 10), ol les noyaux sont cependant dépourvus
de nucléole et pendant laquelle ils migrent aux extrémités de la cellule opposées

& l'emplacement de la métaphase I. Lors de la métaphase II, les plagues éguatoria-
les sont trés nettement orthogonales (P1. II, fig. 11), de méme que les anaphases
ITI (P1. II, fig. 12). En télophase II, les noyaux sont d'abord identiques mais trés
rapidement deux d'entre eux, opposés et ne contenant pas.de "chromatides-soeurs”,
présentent un aspect condensé et vivement coloré par le carmin (Pl. II, fig. 13) ;
ils dégénérent trés rapidement, tandis que les deux autres noyaux différencient un |
nucléole. Une bipartition qui débute par un des bords de la cellule-mére, en de-
hors des fuseaux, améne la formation de deux jeunes individus, ol se distinguent
un "macronucleus" viable et un "micronucleus" en dégénérescence (Pl. II, fig. 14).

Il arrive que les 2 micronucleus se retrouvent dans la méme cellule.

A cause de leur petite taille et de leur grand nombre, la numération des
chromosomes n'est pas als€e : la moyenne obtenue par l'observation des 30 plaques
métaphasiques I ou II est de TO chromosomes pour le nombre haploide. Ceci est ap-
proximativement conforme au chiffre de 70 + 10 donné par LIPPERT (1967) et & celui
de 66 donné par KING (1960) pour des numérations en mitose. GODWARD (1966) cite pour
diverses souches de C. moniliferum les nombres haploides de 66, 95 et 174 chromoso-

mes.

Peu de figures de méiose ont &té observées dans le cas des zygotes issus
de clones diploides. Une seule fois, 4 plaques de métaphase II ont été observées
dans la méme vésicule, ce qui laisse supposer que la fusion des noyaux-gamétes n'a

pas lieu dans ce cas et explique 1l'obtention de 4 jeunes individus.
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Iv.2 - OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE.

IV.2.1 Le stade "2 plastes verts” :

L'intégrité de 1'épaisse enveloppe de la zyéospore a4 ce stade ne permet

pas une bonne fixation et les images obtenues ne sont pas trés satisfaisantes.

La paroi montre encore les couches caractéristiques de 1'exospore cal-
losique, de la mésospore polysaccharidique limitée par deux couches de sporopol-
1lénine et de 1l'endospore cellulosique. L'endospore perd en général sa structure
stratifiée et se rompt au tiers de son épaisseur environ. La partie externe demeu-
re solidaire de la mésospore, la partie interne reste accolée au plasmalemme dont
elle est séparée par une zone fortement osmiophile, discontinue, de 0,1 um envi-
ron, qui représente sans doute les restes remaniés des débris membranaires expulsés

hors du cytoplasme de la zygospore mire (Pl. XXI, fig. 3 et L).

Le cytoplasme réhydraté est assez peu différent de celui de la zygospore
mlre. On n'y observe pas de mitochondries ni de dictyosomes. Les globules lipidi-
ques ne semblent pas modifiés. Les globules protéiques montrent par contre un con-
tenu plus dispersé ; ils gonflent et développent des cavités, ol la plupart des
auteurs s'accordent & voir le début de la formation de nouvelles vacuoles. SRIVAS-
TAVA et PAULSON (1968) décrivent lors de la germination des akénes de Laitue une
continuité entre la dissolution des globules protéiques et la formation des vacuo-
les, et ces observations sont confirmées pour le méme matériel par NABORS et al..

(1974).

C'est au niveau des plastes que les modifications sont les plus impor-
tantes, la lumiére induisant leur réactivation, la réorganisation du syst€me la-—
mellaire et la réapparition "de novo" des pyrénoides, ce qui constitue un phénoméne
fréquent, déja observé chez Oedogonium cardiacum par HOFFMAN (1968) et Bulbochaete
hiloensis par RETALLACK et BUTLER (1970), au niveau des zoospores.
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IV.2.2 Le stade "vésicule de germination' :

La paroi comporte une partie de l'endospore, d'épaisseur variable, et
une couche interne osmiophile plus mince que dans le stade "2 plastes verts", et
qui semble dépourvue de pores. Cette paroi a suivi l'extension du volume de la vé-

sicule tout en conservant la forme de la zygospore primitive.

Les globules lipidiques ne semblent modifiés ni en nombre ni en volume ;

ils sont rassemblés sur le pourtour de la vésicule et autour des plastes.

C'est au niveau des vacuoles gu'ont lieu les modifications les plus
spectaculaires. Certaines, d contour irrégulier, au contenu homogne extr&mement
transparent aux €lectrons sont probablement des vacuoles contractiles, responsables
de la diminution de volume des vésicules par expulsion d'eau. Leur diamétre passe

en effet de 70 um environ 3 55 um environ.

D'autres, limitées par une membrane simple, mais plus ou moins fusion-
nées, 4 contenu granuleux, dispersé, dense aux électrons, résultent vraisemblable-
ment de la réhydratation des globules protéiques. Si dans les cellules méristéma-—
tiques, les vacuoles au sens strict dérivent du réticulum endoplasmique (BUVAT et
MOUSSEAU, 1960), dans les graines en germination la réhydratation des grains d'a-
leurone donne également des "vacuoles nouvelles" (BUVAT, 1969 p. 124), pour les-
quelles MATILE (1968) a &mis 1'hypothése qu'il pouvait s'agir de lysosomes & partir
desquels les substances de réserve seraient réutilisfes par la cellules (Pl. XXII,

fig. 7).

Le noyau est unique, diploide, et on y observe parfois deux nucléoles
(P1. XX1I, fig. 8) ; il est trd&s souvent au stade prophase de méiose lors de 1'ex-
pulsion de la vésicule. Malgré le grand nombre de vésicules coupdes (plus de 50),
peu de stades intéressants ont été rencontrés. Le manque de synchronisme des événe-
ments de la méiose dans les vésicules avait déjd occasionné ces difficultés lors de

1'observation en microscopie photonique.

Les stades de prophase sont les plus fréquemment observés (Pl. XXIT,
fig. 9 et 10). L'enveloppe nucléaire et le nucldole sont encore distincts & ce
stade tandis que les chromosomes s'individualisent en masses opagues aux &lectrons.
La membrane nucléaire qui commence & se fragmenter montre sur sa face externe de

nombreuses coupes de microtubules.
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Le seul autre stade de la méiose observé est une plaque de métaphase II,
d'aprés sa position par rapport aux plastes (Pl. XXIII, fig. 11 et 12). Le noyau
est dépourvu d'enveloppe nucléaire, contrairement & ce qui se passe chez Ulva muta-
bilis (BRATEN et NORDBY, 1973), mais conformément aux observations en mitose chez
Closternium Littonale (PICKETT-HEAPS et FOWKE, 1970b). Chez Spirogyra sp. (FOWKE et
PICKETT-HEAPS, 1969) et chez Mougeotfia 4p. (BECH-HANSEN et FOWKE, 1972) 1'envelop-
pe nucléaire ne se rompt pas complétement. Le fuseau renferme peu de fibres et
celles—ci s'attachent aux chromosomes par un cinétochore diffus, assez semblable
& celui que l'on observe chez Mougeotia 4p. (BECH-HANSEN et FOWKE, 1972) et beau-~
coup plus simple que celui a'Oedogonium carndiacum (PICKETT-HEAPS et FOWKE, 19702). Il
n'a pas été possible d'observer le "centre organisateur de microtubules" décrit

par PICKETT-HEAPS et FOWKE (1970b) chez ClLosterium Littorake.

Lorsque la méiose a lieu, la cellule a expulsé& une grande partie de
1'eau qu'elle avait absorbée lors de la sortie de la vésicule ; les coupes ne mon-—
trent plus de vacuoles contractiles ; les vacuoles a contenu granuleux sont moins

développées et leur aspect plus dense.

Les plastes montrent peu de modificatiors : le nombre des grains d'amidon
n'augmente pas de maniére apparente. Un plaste (Pl. XXIII, fig. 11) montre une
inclusion paracristalline dont le rdle possible a &té discuté précédemment. Son
aspect rappelle celui du stromacentre décrit par GUNNING et al. (1965, 1968) chez
Aqena sativa et Phaseolus vulgaris. Chez CLosterium moniliferum, la taille des par-
ticules (environ 16 nm) est sensiblement plus importante que dans les cas précédents
ou elle n'est que de 8,5 & 9 nm. Chez Carnteria (JOYON et FOTT, 196k4) la taille des
particules (15 nm) parait voisine de ce que nous observons ici. Chez Phaseolus
vilgaiis ces structures semblent apparaitre lorsque les feuilles sont soumises;éA
une dessiceation plus ou moiﬁé prononcée. Cette éventualité est & rejetér dans le
cas présent, puisque les vésicules se forment en milieu aqueux et sont ensuite
maintenues dans des milieux peu concentrés au cours de la fixation. D'autre part,
aucun signe de plasmolyse n'est perceptible, mise & part 1l'expulsion normale de

1l'eau qui provoque la diminution de taille de la vésicule,

Par leur position dans le plaste, en particulier leur alignement au
centre du plaste des Jjeunes individus que nous observerons plus loin, ces structu-
res pourraient &tre des précurseurs de pyrémoides. Chez Bulbochaete hiloensis
(RETALLACK et BUTLER, 1970) les pyrénoides formés de novo peuvent d'ailleurs pré-

senter parfois une structure cristalline voisine de celle observée ici.
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Le clivage de la vésicule n'a pu étre observé, car la relative rapidi-

té du processus rend hasardeuse son observation.

IV.2.3 Le stade '"deux jeunes individus" :

Les "gones" sont d'abord orthogonaux dans l'enveloppe de la vésicule

de germination puis deviennent parall&les(Pl. XXIII, fig. 14). Leur paroi est homo-
géne. Une pellicule externe osmiophile trés festonnée se différencie rapidement 3
1'extérieur du plasmalemme. Ensuite il semble qu'avant la premidre division seule
s'élabore une paroi primaire dépourvue de pores. Certains aspects de la peliicule
externe osmiophile laissent penser qu'elle n'est pas continue et qu'elle peut ainsi
laisser passer le mucilage qui entoure parfois les Jeunes individus (Pl. XXIV,

fig. 17). L'élongation de la cellule se fait par toute sa surface et il n'y a paé

de distinction entre hémisomates.J

D'une maniére générale, le contenu des "gones" apparalt extrfmement
dense. Les dictyosomes et les mitochondries deviennent sbondants dans les coupes.
Les globules lipidiques sont souvent accompagnés de vésicules & contenu granuleux,
nettement limitées par une membrane simple, de taille voisine de celle des mito-
chondries, dont l'aspect rappelle celui des glyoxysomes, qui jouent un rSle dans
la réutilisation des réserves lipidiques (P1. XXIV, fig. 17). Autour du plaste,
entre les globules lipidiques se trouvent les futures vacuoles 3 contenu dense,
limité€es par une enveloppe simple. Elles peuvent &tre assimilées a des vacuoles

autophagiques ou a des lysosomes puisque leur contenu sera utilisé par la jeune

cellule pendant son développement (PL. XXIV, fig. 17 et 18).

A 1'intérieur du plaste, le nombre de grains d'amidon visibles dans
les coupes augmente sensiblement. Il diminue au contraire chez les jeunes indivi-
dus maintenus & l'obscurité et vivant sur leurs réserves. C'est & ce stade que
 les structures paracristallines, semblables & des stromacentres, rarement présen—
tes & d'autres moments de la vie de 1'Algue, deviennent particulidrement fréquentes ;
elles peuvent coexister avec des pyrénoildes complétement différenciés dont elles
sont probablement les précurseurs (Pl. XXIV, fig. 15 et 16). La parenté entre
stroma des végétaux supérieurs et pyrénoide des Algues en ce qui concerne le con-

tenu enzymatique est d'ailleurs soulignées par DODGE (1973).
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Le plaste unique du jeune gone s'étire puis se clive. Le clivage a lieu
au niveau du noyau, mals en dehors de foute division nucléaire (Pl. XXIV, fig. 18
et 19). Il semble que des microtubules participent au processus de cette scission.
Les deux noyaux, d'aspect trés différents, peuvent &tre placés en contiguité
(PL. XXITI, fig. 13). Le noyau définitif est typique, & chromatine finement granu-
leuse et dispersée ; le nucléole volumineux est constitué d'une substance dense,
opaque aux électrons, et de structures filamenteuses enroulées semblables & celles
décrites dans le noyau interphasique de Micrasterias notata par DRAWERT et KALDEN
(1967). Le noyau qui dégénére se présente comme une masse sphérique, de diamdtre
sensiblement &gal 3 celui du nucléole du noyau définitif, et présente les mémes
structures enroulées, beaucoup plus développées. Il peut persister jusqu'd 48 heures

aprés l'individualisation des jeunes gones.

Lorsque la cellule s atteint la taille adulte, une division nucléaire a
lieu ; elle est précédée par la formation, autour du noyau, d'une zone claire dé-

pourvue d'inclusions.

L'étude ultrastructurale permet de préciser certains aspects de la ger-
mination, en particulier la présence autour de la vésicule de germination d'une
enveloppe cellulosique provenant de 1l'endospore interne, et trés peu visible en mi-
croscopie photonique. Les pyrénoides se reforment trés précocement et de nove des
le stade deux plastes verts. Des masses paracristallines intraplastidales, ana-
logues 4 des stromacentres de végétaux supérieurs, préceédent les pyrénoides dans
la zygospore miire, puis se retrouvent aux différents stades de la germination avec
une particuliére abondance au stade "deux jeunes individus", stade ol la microsco-
pie photonique montre une augmentation du nombre de pyrénoides. Ces structures
paracristallines peuvent coexister avec des pyrénoides typiques, et si leur posi-
tion dans le plaste suggére qu'elles pourraient &tre des précurseurs de pyrénolides,
rien ne permet de l'affirmer en l'absence d'une analyse biochimique de ce matériel
et d'une comparaison entre la fraction paracristalline et la fraction pyrénoide.
L'évolution des globules protéiques de la zygospore miire qui passent par différen-
tes phases de réhydratation puis de concentration avant de devenir des vacuoles

est également caractéristique de ce matériel.
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CONCLUSION DE LA DEUXIEME PARTIE.

La cellule du CLosterium moniliferum subit au cours de son cycle biolo-
gique des modifications ultrastructurales que l'on peut mettre en rapport essentiel-

lement avec l'action de la lumiére.

Dans la cellule végétative, l'aspect des plastes et le nombre des pyré-
noldes sont trés variables selon 1l'éclairement ; ce probléme a été particuliérement

bien &€tudié par CHARDARD,

Si 1'éclairement est suffisant, en qualité et en quantité, la cellule
présente des aspects trés particuliers qui caractérisent 1l'induction sexuelle :
1'amidon s'accumule dans. tout le plaste, le systéme de thylakoides régresse ; dans
le cytoplasmé apparaissent de nombreux globules lipidiques, 1l'appareil vacuolaire
disparalt et l'appareil de Golgi manifeste une intense activité qui se traduit
par l'accumulation de vésicules polysaccharidiques participant & la néoformation

des parois et & l'excrétion de mucilage.

Ces aspects ne sont pas sans rappeler les modifications des cellules
méristématiques de Spermatophytes orientées vers 1'état préfloral, ou celles des

cellules végétatives d'autres Desmidides soumises 4 des solutions hypertonigques.

La différenciation des papilles de conjugaison qui s'accroissent rapide-
ment tout en excrétant un mucilage constituant d'abord un ciment intergamétique
puis une vésicule de conjugaison, est un phénoméne dont les modalités paraissent

propres § cette espéce.

L'expulsion des gamdtes pratiquement nus dans le milieu, et ainsi trds
vulnérables, est compensée par la sécrétion d&s les premiéres heures de la forma-
tion de la Jeune zygospore d'une enveloppe callosigue dont l'é&quivalent n'est pas

connu chez d'autres Algues.
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La zygospore mire montre dgalement des structures dont la présence a

été rarement signal€e chez les Algues : corps prolamellaires, phytoferritine....

L'action de la lumiére induit la germination des zygospores, au cours
de laguelle a lieu la méiose dont quelques stades ont pu 8tre observés en micros-
copie €lectronique. C'est au niveau des vacuoles et des plastes qu'ont lieu les

modifications les plus frappantes.

I1 faut également signaler que tout au long de la vie de 1'Algue on
peut observer dans le plaste des structures paracristallines, particulidrement
fréquentes au stade "2 jeunes individus", que nous avons comparées au "“stromacen-
tre" de certains vigétaux supérieurs et qui pourraient &tre des précurseurs de

pyréncides.
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PLANCHE I : Conjugaison et germination chez CLosterium mondligerwn

1 : individus végétatifs. 2 : appariement de 2 cellules sexuellement induites.

3 : mouvement simultané des cellules appariées ; coloration au rouge de ruthé-
nium. 4 : émission des papilles de conjugaison. 5 : papilles et vésicules de
conjﬁgaison. 6 et T : accolement anormal de plusieurs cellules sexuellement in-
duites. 8 et 9 : cystogamie. 10 : zygotes provenant d'un clone haploide (a) et
diploide (b). 11 : parthénospore provenant d'un gaméte sans partenaire. 12 : zy-
gote mlr coloré au réactif iodo-phosphorique ; ex : exospore ; me : mésospore ;
en : endospore. 13 : zygotes mlirs réhydratés et éclairés 24 h ; pl : plaste.

14 : vésicule de germination. 15 : jeunes individus issus de la germination et

1ibérés de leur vésicule.

La longueur portée sur chaque figure représente 50 um.







PLANCHE II : Mitose et méiose chez CLosterium mondliferum

Fig. 1, 2, 3 : Mitose. 1 : métaphase. 2 : début d'anaphase. 3 : télophase.

Fig. 4 et suivantes : Méiose. L : zygote mlir & 2 noyaux. 5 : libération de la
vésicule de germination, ncyau de fusion en fin de prophase. 6 : diacinése.

7 et 8 : métaphase I vue de face et de profil. 9 : anaphase I. 10 : fin de télo-
phase I. 11 : métaphase II. 12 : anaphase II. 13 : télophase II. 14 : jeunes

individus & 2 noyaux, dont 1'un dégénére. 15 : jeunes individus & 1 noyau.

La longueur portée sur chaque figure représente 10 um.







PILANCHE III : Mise en évidence de constituants des parois par

action de fluorochromes et observation en lumiére U.V. 350 nm.

Fig. 1 8 6 : Mise en évidence des composés pecto—éellulosiques par le "Calcofluor-
White S.T.".

Fig. 1 : individus appariés. 2 : début de la Tormation des papilles de conju-
gaison. 3 : accumulation de matériel fortement fluorescent constituant les vési-
cules de conjugaison. 4 : zygospores Agées de moins de 24 heures, un des gamé-
tocystes vides montre des zones annulaires dont la fluorescence est plus ou moins
intense, indices des élongations successives de 1'hémisomate. 5 : cellule végé-
tative, gamdétocystes vides et zygosporeés Agées de 2 mois, fortement fluorescents.
6 : vésicule de germination entourée par la ﬁartie interne de 1l'endospore cellu-—

losique.

Fig. T et 8 : Mise en évidence de la callose par le bleu d'aniline.

Fig. 7 : zygospores agées de moins de 24 heures. 8 : zygospores &gées de 2 mois.
Dans les deux cas on observe des bouchons de callose d'épaisseur et de localisa-
tion variable. Les gamétocystes vides qui entourent les zygospores ne montrent

aucune fluorescence.

L'échelle portée sur les figures représente 25 um.
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PLANCHE IV : Individus végétatifs

Fig. 1 : Coupe transversale. Paroi pecto-cellulosique (pp) incomplétement.percée
de pores (p). Cytoplasme renfermant des mitochondries (m), des dictyosomes (d),

des structures mucilagineuses (s) et de nombreuses vacuoles (vac). Plaste 3 sec~
tion étoilée (pl) renfermant relativement peu d'amidon (a) et des plastoglobules

(pg). =x 7000 env.

Fig. 2 : Individus ayant subi un début d'induction sexuelle. Coupe longitudinale.
Vacuoles (vac) encore importantes mais apparition de globules osmiophiles (go)
dans le cytoplasme. Amidon (a) trds abondant dans tout le plaste (pl). Pyrénoide
(py) accompagné d'une structure pseudo-cristalline (ps). Noyau (n) & nucléole (nu)

volumineux. x 5000 env,

fixation : glutaraldéhyde postosmié

contraste : acétate d'uranyle - citrate de plomb.







PLANCHE V : Individus végétatifs, hémisomate dgé, coupes

transversales.

Fig. 1 : Détail de la paroi et du plaste. La paroi présente une couche externe
osmiophile ou pellicule externe (pe). Paroi primaire et paroil secondaire ne peu-
vent &tre dissocides en coupe transversale (p). Les pores (po) coniques sont par-
tiellement obturés par des fibrilles polysaccharidiques qu'on retrouve entre le

plasmalemme (pl) et la paroi (fléches).

Le cytoplasme montre des structures mucilagineuses rayonnantes (s),
un dietyosome (D) localisé & proximité du plaste (Pl) et de rares globules osmio-

philes intracytoplasmiques (go).

Le plaste renferme peu d'amidon (a) et des rangées de plastoglobules (pg

entre des empilements de thylakoIdes analogues aux granums (gr). x 16 000 -env.

Fig. 2 : La coupe passe au niveau d'un pyrénoide dont la matrix (m) montre une
structure granuleuse nettement différente de celle du stroma (st). De nombreux
thylakoIides (th), parfois empilés par 4 ou 5, traversent la matrix. Des grains

d'amidon (a) entourent le pyrénoide, formant une enveloppe discontinue. x 30 000 e

fixation : glutaraldéhyde postosmié

contraste : acétate d'uranyle - citrate de plomb.
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PLANCHE VI : Individus sexuellement induits.

Fig. 3 : Individu en cours d'induction sexuelle. Détail de la figure IV, 2.
a : amidon. py : pyrénoide auquel est accolée une structure pseudo-cristalline : ps.

x 20 000 env.

Fig. 4 : Individu sexuellement induit et apparié. Coupe transversale.

x 11 000 env.

Fig. 5 : Idem. Coupe longitudinale. Noter l'absence de vacuole remplacée par des
vésicules claires (v), l'sbondance de 1l'amidon (a) dans le plaste et des globules

osmiophiles (go), dispersés dans le cytoplasme. x 8000 env.

fixation : glutaraldéhyde postosmié

contraste : acétate d'uranyle seul.






PLANCHE VII : Individus sexuellement indutits.

Fig. 1 : Coupe transversale d'un individu au début du stade "appariement". Le
plaste (Pl) présente de nombreux grains d'amidon stromatique (a) et des aligne-
ments de plastoglobules (pg). Des empilements de thylakoldes sont encore visibles.
Un globule osmiophile (go) intracytoplasmique semble se former entre des vésicules
claires (v), & 1l'emplacement occupé par une vacuole dans 1'individu végétatif.

x 25 000 env.

Fig. 2 : Coupe longitudinale d'un individu au stade "appariement" venant de subir

la mitose préconjugale. On remarque dans le plaste 1l'abondance des grains d'amidon
(a) et la régression des structures pseudo-granaires, dans le cytoplasme les nom-—

breux globules osmiophiles (go) et les vésiculés claires (v) accumulées de part

et d'autre du septum (sept). Ces vdsicules claires, fréquentes dans les hémisoma-
tes néoformés puis dans la papille de conjugaison participent vraisemblablement

4 1'élaboration de la paroi. x 12 500 env.

fixation : glutaraldéhyde postosmié

contraste : acétate d'uranyle seul.






PLANCHE VIII : Raccord entre hémisomates dans un individu au

stade "appariement’.

La paroi de 1'hémisomate ancien (ha) est nettement plus épaisse que celle de
1'hémisomate néoformé (hn), et la zone de raccord (fléche) a une structure sim-
ple sans appareil d'agrafage particulier . Il y a continuité entre les deux
parties, sans "ceinture". La pellicule externe (pe) est déja nettement différen-
ciée dans la partie néoformée, bien qu'elle paraisse un peu moins &paisse que
dans la partie ancienne. Les coupes longitu&inales ne montrent que rarement les

pores.

Le cytoplasme dense ne renferme plus de vacuole, mais ici, un globule osmiophile
(go) intracytoplasmique. Les coupes de mitochondries (m) sont fréguentes ; les
dictyosomes (D) sont proches du plaste et émettent d'abondantes petites vésicules
golgiennes (vg) qui pourraient évoluer en vésicules claires (v) de plus grande
taille. On observe également de nombreux polyribosomes et quelques membranes du

réticulum endoplasmique (re).

Le plaste est riche en amidon (a) et les empilements pseudo-granaires sont encore
bien visibles & ce stade (gr) ; quelques plastoglobules (pg) sont alignés entre

les thylakoIdes. x 45 000 env.

fixation : mélange glutaraldéhyde - acide osmique, puis acide osmique

seul, a froid.

contraste : acétate d'uranyle seul,







PLANCHE IX : Individus sexuellement induits.

Fig. 6 : Individu apparié, coupe longitudinale. Vacuole (vac) restreinte encom-
brée de vésicules. Globules osmiophiles (go) intracytoplasmiques. Dictyosomes (4d)
parfois constitués de saccules refermés sur eux-mémes &mettant de nombreuses
vésicules de petite taille. Les vésicules claires de grande taille (v) n'ont pas

de rapport évident avec 1l'appareil de Golgi dans cette image. x 21 000 env.

Fig. 7 : Individu au stade de préconjugaison ; coupe transversale de la partie
néoformée du gaméte. Noter la faible épaisseur de la paroi pecto-cellulosique (pp)

et l'asﬁect festonné du plasmalemme. pm : plasmalemmasome. x 36 000 env.

Fig. 8 : Individu au stade de préconjugaison ; coupe transversale de la partie
ancienne du gaméte. Paroi pecto-cellulosique (pp) épaisse et percée de pores.
Dans le cytoplasme apparaissent de nombreuses mitochondries (m), des vésicules
claires de grande taille (v), des dictyosomes (d) et des globules osmiophiles vo-
Lumineux (go). Le plaste (pl) renferme de 1l'amidon (a) en abondance et guelques

plastoglobules (pg). x 8000 env.

fixation : mélange glutaraldéhyde - acide osmique, puis acide osmique

-seul, a froid.

contraste : acétate d'uranyle seul.






PLANCHE X : Divers types de vésicules chez les individus sexués.

Fig. 1 : Hémisomate néoformé, & paroi mince et plasmalemme festonné montrant

un plasmalemmasome (pm). Le cytoplasme renferme de nombreuses "vésicules claires"
(v), quelques "vésicules denses" (vd). Un dictyosome (D) est accolé au plaste (P1)
rempli d'amidon (a), ol les pseudo-granums commencent & se désorganiser.

x 25 000 env.

Fig. 2 et 3 : Hémisomate ancien montrant une pellicule externe osmiophile (pe),

une paroi pecto-cellulosique (pp) incomplétement percée de pores coniques (po). Le
cytoplasme renferme de nombreuses structures mucilagineuses (s) réticulées
("Schleimstrukturen" de MIX), non délimitées par une membrane nette. D'autres vési-
cules, nettement délimitées (vd) sont-interprétées comme analogues aux "vésicules
denses" décrites par CHARDARD. Il semble que ces divers types de vésicules s'in-
corporent au plasmalemme. On retrouve entre celui-ci et la paroi (fléche) du ma-
tériel fibrillaire qui pourrait &tre & l'origine du mucilage (mu) excrété par les

pores. La paroi a atteint i ce stade son épaisseur maximale.

2 : x 25000 env. ~ 3 : x 28 000 env.

Fig. 4 : Extrémité de 1'hémisomate ancien d'un individu en conjugaison. La pellicu-
le externe (pe) est trés épaisse sauf au niveau des pores (po). Le cytoplasme du
gaméte en se contractant excrdte des vésicules mucilagineuses (mu), fortement co-
lorables au rouge de ruthénium sur le vivant, qui s'accumulent & 1'extrémité du
gamétoéyste. Ce mucilage hydrophile gonfle et participe ainsi & 1'expulsion du

cytoplasme-gaméte. x 20 000 env.

fixation : mélange glutaraldéhyde - acide osmique puis acide osmique

seul, & froid.

contraste : acétate d'uranyle seul.







PLANCHE XI : Aspects des papilles de conjugaison.

Fig. 9 : Individu au stade de préconjugaison. Coupe transversale de la papille

de conjugaison. La paroi pecto-cellulosique (pp) se résout en une trame mucila-
gineuse (tm). Le cytoplasme est pauvre en mitochondries, en dictyosomes (d). Il
renferme quelques globules osmiophiles (go), de nombreux ribosomes et des vésicu-

les claires (v) de grande taille. x 9000 env.'

Fig. 10 : Individus au stade de préconjugaison. Coupe longitudinale de deux pa-
pilles accolées. Les vésicules claires semblent confluer pour constituer une

épaisse paroi festonnée. x 15 000 env.

Fig. 11 : Individus au stade de préconjugaison. Coupe longitudinale de deux papil-
les accolées. Le "tube de conjugaison" (tc) n'a pas de limite nette. La confluence
des vésicules claires retenant entre elles des résidus opaques constitue un épais
bouchon (c). Le cytoplasme de la papille (cyt) est remarquablement pauvre en in-
clusions autres que les riboéomes. Le plaste (pl) commence & pénétrer dans la

papille. a : amidon. x 8000 env.

Fig. 12 : Détail de la figure précédente montrant l'organisation complexe de la
trame fibreuse du "tube de conjugaison" (1) fibrilles en réseau ; (2) fibrilles

8 disposition rayonnante ; (3) fibrilles & disposition tangentielle ; ¢ : couche
3 aspect de callose, mais de nature hémicellulosique (fluorescence au Calcofluor-
wvhite et non au bleu d'aniline) ; cyt : cytopiasme ; pl : plaste ; a : amidon.

x 22 000 env.

fixation : mélange glutaraldéhyde - acide osmique puis acide osmique

seul, & froid.

contraste : KMnOh en solution aqueuse & 1 % pour la fig. 10 ; acétate

d'uranyle-citrate de plomb pour les autres figures.







PLANCHE XII : Représentation'sc_hématique des papilles, de la vési-
cule de conjugaison et de la fusion des gamétes. -

Fig. 1 : Les hé&misomates néoformés émettent chacun une papille de conjugaison dont
la paroi pecto-cellulosique (pp) est d'abord peu épaisse (partie en pointillé).

Un abondant mucilage hydrophile, & structure fibrillaire, (smh : strate mucilagi-
neuse hydratée), provenant peut-&tre en partie de la modification de la paroi de
1'hémisomate, s'accumule entre cette paroi et la pellicule externe osmiophile {pe)
gqui se rompt. Le plaste (Pl), rempli d'amidon stromatique (a) dans lequel on n'a
représenté que quelques thylakoldes (th) et quelques plastoglobules (pg), fait
saillie dans la papille ; il est souvent bordé de dictyosomes (d). Quelques glo-
bules osmiophiles (go), quelques mitochondries (m) et une grande densité de ri-
bosomes (non figurés) s'y observent également. La partie apicale de la papille est
dépourvue de toute inclusion autre que des vésicules & contenu généralement trans-
parent aux électrons (v) mais dans lesquelles le hasard des fixations peut faire
apparaitre un contenu fibrillaire (f4).

Fig. 2 : Les strates mucilagineuses hydratées en contact entremélent leurs fibril-
les et continuent de s'accroltre, repoussant le mucilage sur les cOtés. La cohé&-
sion des gamétes est ainsi assurée et la "vésicule de conjugaison (vci) ainsi
constituée n'a pas de limite nette (cette absence de limite nous fait exclure le
terme de "tube de conjugaison", que nous avions employé de maniére erronée dans

la planche XI, au début de nos recherches). Les vésicules claires se rassemblent

8 1l'extrémité de la papille pour former une épaisse couche réfringente (cr). Le
hyaloplasme des papilles renferme d'abondants ribosomes (non figurés), et des glo-
bules osmiophiles. Les plastes (Pl) remplis d'amidon (a) s'avancent dans les
papilles.

\
Fig. 3 : Les vésicules mucilagineuses (mu) accumulées par les gamétes entre le
plasmalemme et la paroi du gamétocyste (et qui n'ont été que partiellement figurées
gonflent et repoussent les gamétes vers 1l'extérieur. La partie terminale des pa-
pilles se déplisse brusquement et se rompt. Quelques vésicules coalescentes (reste
de cr) se retrouvent soit 3 proximité du gamétocyste soit dans la zone de contact
entre les protoplastes-gamétes. Le mucilage fibreux (fp) de la vésicule de conju-
gaison est également entrainé et entoure les protoplastes de maniére irréguliére.
La fusion incompléte des protoplastes est figurée par un alignement de vésicules
allongées. Chaque gaméte renferme un noyau haploide (N) & nucléole dense ; deux
plastes (Pl) de forme variable remplis d'amidon (a), ol les pyrénoides (Py) sont
encore distincts et traversés de thylakoides (simplifids sur ce schéma) ; des in-—
clusions paracristallines intraplastidales (pc) sont fréquentes & ce stade. On
observe en outre d'abondants globules osmiophiles (go), souvent & proximité de
mitochondries (m), quelques dictyosomes (d) et une grande densité de ribosomes qui
n'ont pas été figurés. Des vacuoles contractiles (ve,) & contour irrégulier ser-
vent 4 1'élimination de 1l'eau. Des vésicules "grises" (vg), proches du plasmalemme,
participent probablement & 1'élaboration de 1l'exospore, & la fois callosique et
pecto-cellulosique.
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PLANCHE XIIT : Conjugaison : sortie des gamétes.

Fig. 1 : Sortie d'un gaméte. G : gamétocyste ; g : gaméte ; mu : mucilage accu-
mulé entre le plasmalemme et la paroi du gamétocyste ; co : couche osmiophile
(= pellicule externe) caractéristique de la paroi du CLosterium ; vec : reste de

la vésicule de conjugaison. x 18 000 env.

Fig. 2 : Gamétes accolés. N : noyau ; nu : nucléole 3 Pl : plaste ; Gl : globule
lipidique intracytoplasmique ; ve : reste de la vésicule de conjugaison avec couche

osmiophile rompue. x 9000 env.

fixation : mélange glytaraldéhyde - acide osmique puis acide osmique

seul, a froid.

contraste : acétate d'uranyle seul.






PLANCHE XIV : Conjugaison : accolement et fusion des gamétes.

Fig. 3 : Zone d'accolement des gamdtes. Les fléches indiquent les vésicules

correspondant aux plasmalemmes en voie de fusion. x 18 000 env.

Fig. b : Jeunes zygospores voisines séparées par les restes des vésicules de
conjugaison (ve). La flé&che indique une des vésicules de fusion de plasmalem-

mes. P : formation paracristalline intraplastidale. x 18 000 env.

fixation : mélange glutaraldéhyde - acide osmique puis acide osmique

seul, a4 froid.

contraste : acétate d'uranyle seul.






PLANCHE XV : Jeunes aygospores : formation de 1'exospore callosique.

Fig. 5 et 6 : Zygospores &dgées de 6 heures environ. vc : reste de la vésicule
de conjugaison mucilagineuse ; ¢ : exospore callosique ; ve : vésicule 3 contenu

dense ; P1 : plaste ; vac : vacuole contractile. x 18 000 env.

Fig. T : Zygospore agée de 24 heures. G : reste du gamétocyste avec paroi P percée
de pores de 1'hémisomate ancien et paroi p apparemment sans pores de 1'hémisomate
néformé ; vc : reste de la vésicule de conjugaison 3 C : exospore callosique 4'é-

paisseur variable. x 10 800 env.






PLANCHE XVI : Jeunes zygospores : mise en place de la mésospore
sporopollénique.
Fig. 8 : Zygospore 2gée de LO heures environ. ve : vésicule de conjugaison ;
¢ : exospore callosique ; me : début de la mise en place de la mésospore spo-
ropollénique avec lamelle sporopollénique & structure tripartite (fléche).

x 18 000 env.

Fig. 9 et 10 : Zygospores Agées de U8 heures environ. La premiére couche de
sporopollénine est formée par la juxtaposition d'éléments & structure tripar-

tite. x 18 000 env.

fixation : mélange glutaraldéhyde - acide osmique puis acide osmique

seul, a froid.

contraste : acétate d'uranyle seul.







PLANCHE XVII : Zygospores dgées de 48 heures environ.

Fig. 11 : G : gamétocyste ; co : restes de couche osmiophile (pellicule externe) ;
ve : vésicule de conjugaison ; c : exospore callosique ; me : mésospore Sporo-

pollénique en voie d'élaboration. x 18 000 env.

Fig. 12 : Dans 1l'une, un des noyaux est visible avec un volumineux nucléole. Trois
des plastes peuvent &tre discernés. Les globules lipidiques intracytoplasmiques

sont rassemblés i 1'un des pdles. x 5000 env.






PLANCHE XVIII : Divers aspects de la structure pariétale du

zygote milr quiescent ou réactivé par la lumiére.

Fig. 1 : Zygospore miire réactivée sur place par une exposition de 2 heures 3 la
lumidre. me : mésospore avec ses différentes couches : a) couche polysaccharidi-
que externe ; b) couche sporopollénique externe ; ¢) couche polysaccharidique
moyenne & fibrilles entrecroisées ; d) couche sporopollénique interne ; e) couche
pPlus interne a fibrilles en réseau ; E : endospore montrant une partie interne

trés désorganisée. x 36 000.

Fig. 2 : Détail de la mésospore d'une zygospore quiescente &gée. x 75 000.

Les couches a, b, ¢, d, e sont commentées en 1.

Fig. 3 : Jeune zygospore. De l'extérieur vers l'intérieur : co : couche osmiophile ;
ve : vésicule de conjugaison ; ex : exospore ; me : mésospore sporopollénique ;

E : endospore stratifiée. x 11 000.

Fig. 4 : Zygospore quiescente trés &gée. Pour les &léments de la paroi, mémes

abbréviations que sur les figures précédentes. S : sphérosomes. x 33 000.

Fig. 5 : Jeune zygospore quiescente. vc : vésicule de conjugaison ; ex : exospore

callosique ; me : mésospore ; E : endospore stratifiée. x L2 000.

Fig. 6 : Zone & déchets (zd), située entre le plasmalemme (pl) et 1'endospore (E).
S : sphérosome. x 18 000.

Photos de Michel ABADIE. Le détail des fixations est donné dans le
texte.
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PLANCHE XIX : Coupes réalisées sur des zygospores quiescentes

trés dgdes, conservées d l'obscurité.

Fig. 1 : Détail du cytoplasme. th : thylakoide ; S : sphérosome. x 60 000.

Fig. 2 : Globules protéiques (gp), autour desquels on peut apercevoir la mem-

brane unitaire limitante (fléches). am : amidon. x L0 000.

Fig. 3 : Aspect des sphérosomes S aprés une extraction partielle par le D.M.S.0.

x 22 000.

Fig. 4 : Détail de 1l'accolement des "half-unit membranes" (hu), de deux sphéro-

somes S contigus. x 90 000.

Fig. 5 : Détail du contenu cytoplasmique profond. mi : mitochondrie quiescente

(fl8che) ; th : thylakoides. x 36 000.

Fig. 6 : Aspect de la zone spongieuse révélée 3 proximité d'un plaste (P).

am : amidon ; fléches : zone gazogéne. x 20 000.
Fig. 7 : Inclusion paracristalline intraplastidale (pc). x 20 000.

Fig. 8 : Détail d'un plaste & 1'intérieur d'un zygote 4gé. Cp : corps prolamellai-
re ; g : globule chromophore ; pf :~phytoferritine (fléches) ; pc : inclusion

paracristalline. 'x 20 000.

Photos de Michel ABADIE.







PLANCHE XX : Coupes réalisées a4 partir de zygospores réactivées

sur place par une exposition de 2 heures d la lumiére.

Fig. 1 : Aspect général d'une zygospore. Plaste (P) entouré d'amidon (am).
x 4000. |

Fig. 2 : Pyrénoide (Py) traversé par les thylakoldes (th) et entouré d'amidon

(am). Le stroma renferme des inclusions paracristallines (pe). x 22 000.
Fig. 3 : Pyrénoide (Py), entouré d'amidon (am). x 11 000.

Pig. 4 : Formation des thylakoides & partir des vésicules (vs) du corps pro-

lamellaire. x 40 000.

Fig. 5 : Aspect festonné du plasmalemme (pl) et enroulements myéliniques (em),
développés entre le plasmalemme et 1'endospore (E). Des thylakoides (th) sont

trés proches du plasmalemme. x 22 000.

Fig. 6 : Détail du cytoplasme & proximité d'un plaste (P). cpr : corps protéique ;

S : sphérosome dégradé ; am : amidon dégradé ; D : dictyosome. x 36 000.

Photos de Michel ABADIE.






PLANCHE XXI : Germination des zygospores réhydratées.

Fig. 1 et 2 : Stades de la germination des zygospores observés en microscopie
photonique. a : stade 2 plastes verts ; b : sortie de la vésicule de germination
par gonflement ; ¢ : vésicule de germination 1libérée ; 4 : stade 2 gones ortho-

gonaux ; e : stade 2 gones paralléles. x 200 env.

Fig. 3 et 4 : Stade 2 plastes verts, aprés 24 heures de réhydratation & la lumid-
re, observations en microscopie électronique. La paroi, constituée par 3 couches
princiﬁales (ex : exospore, me : mésospore limitée par deux couches de sporopol-
1lénine, en : endospore cellulosique) se décolle du cytoplasme ; la partie interne
de 1'endospore et une épaisse couche osmiophile (co) demeurent accolées au cyto-
plasme trds dense dans lequel on peut distinguer un noyau (N), de nombreux glo-
bules osmiophiles (go) et des vacuoles (v) résultant de la réhydratation des
globules protéiques, parfois entourées d'enroulements membranaires (fléches en 2).
3 : 10 000 env. 3 4 : x 5000 env.

Fig. 5 : Détail de 1l'enveloppe de la zygospore vidée ; un décollement (fl&che)

s'observe également entre exospore et mésospore. x 6000 env.

Fig. 6 : Zygospore vide montrant la fente de déhiscence (f) bordée de dents arron-

dies. x 1000 env.

fixation concernant cette planche et les suivantes : mélange glutaral-

déhyde - acide osmique, puis acide osmique seul, & froid.

contraste : acétate d'uranyle seul en solution aqueuse saturée.







PLANCHE XXII : Vésicule de germination.

Fig. 7 : P1 : plaste avec amidon (a) ; v : vacuole ; vc : vacuole contractile ;
go : globules osmiophiles refoulés vers la périphérie par les vacuoles.
x 2300 env.

Fig. 8 : noyau de fusion (N) & 2 nucléoles (nu) avec enveloppe nucléaire (en)

bien distincte. x 12 000 env.
Fig. 9 : noyau en préprophase de méiose. x 4000 env.

Fig. 10 : noyau en prophase de m&iose avec individualisation des chromosomes (chr)
et nucléole (nu) montrant une partie dense homogéne et une partie & structure
filamenteuse enroulée. L'enveloppe nucléaire (en) commence & se désorganiser.

x 6000 env.







PLANCHE XXIIT : Méiose et formation des jeunes individus.

Fig. 11 : Vésicule de germination, métaphase II vue de profil ; Pl : plaste avec
amidon (a) et structure paracristalline intraplastidale (cr). Globules osmiophi-

les (go) dans le cytoplasme. x L4000 env.

Fig. 12 : Métaphase II : chromosomes & cinétochore (ci) diffus relié 3 des

microtubules {(mi). x 10 000 env.

Fig. 13 : Coupe longitudinale de Jjeune individu a4 1 plaste et 2 noyaux.
N : noyau définitif dont le nucléole (nu) présente des structures enroulées ;
n : nucléole du noyau en dégénérescence ; v : vacuole d contenu dense ; Pl : plas-

te avec amidon (a) ; go : globule osmiophile intracytoplasmique. x 8000 env.

Fig. 14 : Coupe transversale de jeunes individus encore enfermés dans la vésicule
de germination (ves). Les abbréviations sont les mémes que pour les figures précé-
dentes. Des dictyosomes (D) sont souvent accolés aux expansions du plaste.

X 4000 renv.






PLANCHE XXIV : Particularités cytoplasmiques des jeunes individus

(en coupes longitudinales).

Fig..15 : Coexistence d'un pyrénoide typique (py) (venant de subir une biparti-
tion ?) et d'une structure paracristalline (cr) intraplaétidale, analogue & un
"stromacentre". L'amidon (a) est surtout localisé autour du pyrénoide. Les glo-
bules osmiophiles (go) intracytoplasmiques se retrouveront dans toutes les fi-

gures de cette planche. x 12 000 env.

Fig. 16 : Autre aspect de structure paracristalline intraplastidale, non associée

& un pyrénoide. x 20 000 env.

Fig. 17 : Présence dans le cytoplasme, a4 c6té des globules osmiophiles (go), de
structures analogues aux glyoxysomes (gl) et de mitochondries (m), autour d'une
vacuole (v). Les dictyosomes (D) sont accolés au plaste (Pl). La paroi montre une
pellicule externe osmiophile (pe) discontinue et une paroi mince, qui semble dé-

pourvue de pores. x 13 000 env.
Fig. 18 : Bipartition du plaste : Pl. x 3600 env.

Fig. 19 : Détail de la figure précédente. Le noyau (N) s'enfonce comme un coin
entre les deux parties du plaste (Pl). Des microtubules (fl€ches) semblent bor-

der le plaste au niveau de la bipartition. x 15 000 env.
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TROISIEME PARTIE : INFLUENCE des FACTEURS EXTERNES sur la SEXUALISATION.

CHAPITRE |: Le MILIEU de CULTURE.

Le but de l'expérimentation étant d'obtenir la sexualisation, nous
n'avons pas cherché de formule inédite de milieu de culture mais choisi et adapté,
parmi ceux qui existaient, celui qui permet d'obtenir pour cette espéce, une
multiplication rapide (1 division/L48 h.), une morphogénése normale et une sexua-

lisation satisfaisante.

1.1 - COMPOSITION DU MILIEU.

Les Desmidiées sont des organismes fondamentalement autotrophes, et

1'addition de substances organiques & un milieu de culture constitué de solutions

minérales n'est pas théoriquement nécessaire.

La plupart des milieux convenant aux Desmidiées (repris par STARR, 1964)
renferment de l'extrait de terre, ou sont placé&s au-dessus d'une couche de terre

qui garnit le fond du récipient de culture. Ils sont peu commodes & préparer et
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d manipuler ; leur composition non @éfinie varie avec la provenance de la terre.
Nous avons rapidement abandonné les essals avec ce type de substrat pour n'uti-
liser que des milieux synthétiques. Le plus favorable & la multiplication des

espéces que nous avons isolées s'est révélé &tre le milieu de WARIS (1953) amé-

lioré par WARIS et ROUHIAINEN (1970).

Composition du milieu de WARIS (1953) que nous avons utilisé dans les
expériences préliminaires sur l'action de la température et de la lumilre, et

ensuite dans les expériences sur l'action de la carence en nitrate.

A 1000 ml d'eau distillée on ajoute 1 ml des solutions méres suivantes :

~ KNO, 0% soit - 1.1073 m.17}

- MgS0,,TH 0 2% 0,08.1073 M.17!
- (wH,) i PO, 2% 0,16.1073 M.171
- CaS0), 5 % : 0,36.1073 M.17

Chélate de fer préparé comme suit :

-Na,~EDTA 2,61 g .0,013.1073 M.17]
.FeS0), , TH,0 2,h9 g 0,017.1073 M.171
KOH 1N 27 ml 0,053.1073 M.17!
H0 500 ml |

Composition du milieu de WARIS et ROUHIAINEN (1970) servant essentielle-

ment & 1'entretien des souches. Par litre de milieu, il comporte :

- macro—éléments :

~ KNO, 0,100 g soit 1,00.1073 mM.171
- (NH), ) HPO), 0,010 g 0,07.1073 M.171
~ KH,PO), 0,010 g 0,07.1073 M.17"
~ MgS0), , TH,0 0,020 g 0,08.10~3 M.171
- Ca(NO03),,4H0 0,050 g 0,21.1073 M.1"1
~ FeS0), ,THL0 0,005 g 0,017.1073 M.1~1
~ MnSO),,4H,0 0,001 g 0,004.1073 M.1™1

~ Na,-EDTA 0,0083 g 0,02.1073 M.171
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- oligo—éléments :

~ H3BO, 0,010.1073 g soit  0,16.1076 m.171
- ZnS0),, TH,0 0,010.1073 g 0,03.1076 M.1-1
- Cus0), ,5H,0 0,003.1073 g 1.1079 M.1-1

- CoS0),,THXO0 0,0001.1073 g 0,3.1072 M.171
- (NHy) g0, Oply 411,40 0,015.1073 g 1.1079 M.171

- KI ‘ 0,0005.1073 g 3.1079 M.11

Le pH est ramené 3 5,4 par addition de HC1l décinormal avant autoclavage.
Pour éviter 1'hydrolyse de la gélose, le milieu nutritif liquide & double con-
centration et la suspension de gélose sont autoclavés séparément, 20 mn a4 120°C,

et mélangés au moment du remplissage des boites de Pétri.

La gélose apporte aux Algues une quantité non négligeable d'éléments
minéraux dissous qui s'ajoutent & ceux du milieu nutritif liquide. MILLER (1956)

trouve dans 1l'eau de gélose (Difco Bacto Agar), en p.p.m :

~ potassium O _ - manganése 0
~ calecium 120 - fer 2
- magnésium 2k ~ aluminium 3,8

cuivre 0,08

bore 2,6

phosphore 8

sodium 20

- Ces milieux se sont révélés satisfaisants pour les colonies non axéniques
qui peuvent y végéter jusqu'd 1 an en lumidre atténuée et & basse température.
Cependant, la croissance des colonies axéniques y est moins rapide, et les cellu-
les n'y survivent qu'un mois environ, ce qui nécessite de fréquents repiquages.
Ces inconvénients disparaissent si 1'on ajoute au milieu de 1l'extrait de Levure
(Difco Yeast Extract, 0,5 g.1~1), dont 1'action bénéfique sur la croissance et
la longévité des cultures d'Algues d'eau douce a &té mise en évidence par FUSEY

(19L7).

Chez cette espéce de ClLosterium, 1'addition de vitamine B 12 au milieu
de culture, préconisée par HILL et MACHLIS (1970) pour Oedogonium cardiacum et
par TASSIGNY (1971b) pour de nombreuses Desmidiées n'est pas indispensable. D'au-

tres espdces que nous cultivons (C. nostratum, C. venus, C. acutum) nécessitent
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pour sexualiser l'addition de 1 ug.l"1 de vitamine B 12. TASSIGNY signale d'ail-
leurs que "les besoins en vitamine B 12 sont caractéristiques de chaque souche
et non de chaque espéce correspondante. Ces besoins peuvent varier lorsque les

souches sont conservées longtemps en culture".

I.2 - INFLUENCE DU PH.

Les premiers essais ont été effectués sur des souches non axéniques,
en milieu liquide, par addition de HC1 0,01 N ou de KOH 0,01 N, avant la sté-

rilisation.

Des pH trés bas,< 4, essayés pour &liminer les Bactéries par la méthode
de LACOSTE (1965) provoquent la mort des cellules en moins de 48 h. La multipli-

cation est nulle ; le plaste se désorganise et les Bactéries persistent.

Au-deld de pH 7, les Bactéries se développent excessivement et inhibent
la division des CLosterium. Les cultures axéniques supportent mieux les &léva-
tions de pH. Entre pH T et pH 8 elles se multiplient encore normalement mais la

durée de survie de la culture est réduite & 3 semaines environ.

Une gamme de pH de 0,5 en 0,5 entre 5 et 7 ne montre pas de différences
dans la vitesse de multiplication, l'aspect des cellules et l'aptitude 3 sexua-
liser. Nous avons choisi pH 5,4 pour les milieux de routine parce que c'était
celui de la mare d'origine & 1l'emplacement du prélévement. Cette relative indif-
férence au pH se retrouve dans la reproduction sexuelle du Pandorina unicocca
étudié par RAYBURN (1974), et LIPPERT (1973) la confirme pour CLostesrium moni-
Liferum et C. ehrenbengii qui peuvent selon lui sexualiser entre pH 4 et pH 9,

1l'optimum se situant entre pH 5,5 et pH T,2.
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La souche que nous étudions parait plus sensible a 1l'alcalinisation du
milieu que celle de LIPPERT. L'espéce C. monififerum comporte probablement une

gamme d'écotypes adaptés 4 des milieux plus ou moins acides ou alcalins.

I.3 - INFLUENCE DE LA TENEUR EN CARBONE ORGANIQUE.

I.3.1 Effet de l'addition de glucose :

1, 2, 5, 10 et 20 g.1”1 de glucose ont été ajoutés au milieu de Waris

gélosé. La stérilisation a été effectuée 4 110°C. Seules des cultures axéniques

ont été utilisées, avec addition d'extrait de Levure (0,5 g.1~1).

Les cultures placées & 1l'obscurité montrent au plus une bipartition puis
stagnent sans se développer. Le glucose ne permet donc pas une croissance hété-

rotrophe.

A la lumiére, en ce qui concerne la multiplication végétative, on n'obser-
ve pas de différence significative entre la croissance sur milieu témoin dépourvu
de glucose et sur milieu additionné de glucose & 1,2 ou 5 g.171. 11 y a une bi-
partition par 48 h. environ et les cellules ont une morphologie normale. Pour
10 et 20 g.1”1 les cellules subissent 2 & 3 bipartitions puis cessent de se mul-
tiplier ; leur morphologie est profondément modifiée:elles deviennent courtes,
présentent un aspect granuleux et sont bourrées de lipides et d'amidon. Elles se
- désorganisent et meurent aprés 1 ou 2 semaines. MORQUER (1931) signale chez le
Champignon Dactyliun macrosporum le méme phénoméne de raccourcissement des cellu-

les sous l'effet de concentrations croissantes.

En ce qui concerne la sexualisation, l'addition de glucose au milieu
provoque des modifications par rapport aux réponses obtenues avec le milieu

témoin.




En conditions normalement non inductrices (lumidre blanche grolux 12 h. -
obscurité 12 h.* , intensité de 1l'éclairement 2500 lux, & 20°C) ni les témoins
sans glucose ni les cultures sur milieu enrichi en glucose ne sexualisent méme

aprés 10 jours de culture.

En conditions normalement inductrices (lumidre blanche grolux 18 : 6 h.,
intensité de 1'éclairement 2500 lux 3 20°C) les témoins montrentides cellules
appariées dans 60 % des colonies & partir du 5&me cycle de culture. La présence
d'une faible quantité de glucose, 1, 2 ou 5 g.1~1, n;inhibe pas les appariements ;
50 % au moins des colonies en montrent aprés 10 jours de culture, mais les con-~
jugaisons sont anormales pour 5 g.1”! et n'aboutissent pas toujours au stade
zygospore, car les gamétes &clatent sur le milieu gélosé au moment de leur sor-—

tie.

Les concentrations 10 et 20 g.1”1 sont inhibitrices pour la sexualisation,
comme pour la multiplication végétative : bien que les cellules remplies de
réserves ressemblent morphologiquement 3 celles qui sont sexuellement induites,
on n'observe que de rares appariements (<'5 % du total des cellules) et aucune
zygospore n'est formée. L'antagonisme entre multiplication végétative et repro-

duction sexuée ne se manifeste aucunement dans ce cas.

Le graphique de la figure 4 résume les résultats de 3 expériences. Ont
été considérées comme colonies sexuelles celles qui présentaient au moins un cou-
ple de cellules appariées aprés 10 jours de culture. L'élévation apparente du
taux de sexualisation pour 1 g.1” ! n'est pas significative puisque la sexualisa-
tion des témoins peut varier de 50 & TO % et n'est pas constante d'une expérience

g 1l'autre.

En conclusion, l'addition de glucose au milieu de culture ne peut rem-
placer 1l'éclairement et ne permet pas de raccourcir la longueur des photopériodes
inductrices. Dans les conditions de lumidre inductrice une teneur en glucose crois-
sante jusqu'a 5 g.1”! n'a pas d'effet sur 1'induction sexuelle mais elle empéche
le processﬁs de formation des zygospores. A partir de 10 g.l'1 le glucose est
inhibiteur & la fois pour la multiplication végétative et la sexualisation. Il

faut remarquer que pour 5 g.1”! on observe une dissociation entre l'effet sur

" Plus loin nous abrégeons selon le symbole 12 : 12 h, le trait horizontal supé-
rieur indiquant la durée de la période obscure. -
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1'induction sexuelle (appariement, émission des papilles de conjugaison) qui

est faible, et la réalisation effective de zygospores qui est fortement inhibde,

Pourcentage de cellules sexuelles

80+t . .
- induites

b -o- avec zygospores

A
PR

15 20

Teneur en glucose en g.I™

Fig.4 _Influence de la teneur en glucose sur la sexualisation du
C.moniliferum .

Ces résultats concordent en partie avec ceux' de BIEBEL (1973) #étudiant
la sexualisation de Cylindrocystis brebissonii, en milieu liquide. Il observe
des lyses fréquentes pendant la conjugaison et les attribue & la nature hypoto-
nique du milieu minéral. L'addition de glucose 0,28 M (50,4 g.1~1) au milieu
déﬁourvu de nitrate ne permet cependant aucun appariement. L'addition de glucose
0,14 M (25 g.17 1) permet 1'appariement et 1l'initiation de la papille de conju-
gaison mais pas la formation du tube de conjugaison. L'addition de glucose 0,07 M
(12,5 g.17 1) permet la formation de paires qui ne fusionnent pas compl&tement.
BIEBEL pense que le phénoméne de lyse est di partiellement & une cause métaboli-
que et partiellement & une cause osmotique. Nous reviendrons sur ce sujet p. 81.
Remarquons cependant, que les concentrations utilisées sont beaucoup plus impor-—

tantes que celles que tolére la souche de C. monilifesruum que nous étudions.
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I.3.2 Effet de l'addition d'acétate de sodium :

De nombreuses Algues vertes (Chlorella, Euglena, Chlamydomonas, Gondium,
etc...) peuvent se comporter en hétérotrophes et utiliser & 1'obscurité le lac-—
tate ou 1l'acétate de sodium. NEILSON et al. (1973) insistent sur le fait que ces
substances doivent &tre ajoutées en faible gquantité au milieu. Nous avons ajouté
au milieu de Waris additionné d'extrait de levure 3 0,5 g.1”! des quantités va-
riables de CH4COCNa, 3Hp0. La stérilisation a été effectuée & 110°C. Le pH a
été ajusté avant la stérilisation & la valeur 5,k par addition d'acide acétique.

I1 a été vérifié & la fin de 1'expérience.

Les concentrations suivantes ont été essayées : 0,01 % (0,7 mM.1~1) ;
0,02 % ; 0,05% 3 0,1 % (7 mM.177) dans les 3 conditions : obscurité ; lumiére
grolux 18 h : 6 h ; lumidre grolux 12 h : 12 h, & 20°C, avec une intensité 4d'é-

clairement de 2500 lux environ.

~ A 1'obscurité on n'observe aucune multiplication, ni sur le milieu té&-
moin ni sur les milieux contenant 1l'acétate de sodium. Aprds 5 cycles de 24 h., il
n'y a pas de décoloration des plastes mais ils présentent un aspect réticulé.
Aprés 10 cycles de 24 h., on observe pour les concentrations 0,01 % et 0,02 % wne

bipartition des plastes sans division cellulaire.

A la lumiére, les concentrations 0,05 % et 0,1 % sont toxiques. Elles
empéchent complétement la multiplication et provoquent la décoloration compléte
des cellules aprés 5 cycles de 24 h. Les concentrations 0,02 % et 0,01 % permet-
tent un début de multiplication : les colonies sont respectivement aux stades 2
et b cellules, alors que les témoins sont au stade 8 cellules aprés 5 cycles de
.2h h.\, et présentent les premiers signes de sexualisation lorsque les cultures
sont éclairées 18 h sur 24. Aprds 10 cycles de 24 h. (18 : & h), les cultures sur
milieu contenant 0,01 % d'acétate de sodium montrent les premiéres cellules
sexuelles. Le milieu contenant 0,02 % d'acétate de sodium ne permet pas la multi-
plication au-deld du stade 4 cellules, bien que celles-ci demeurent vertes et

apparemment normales.

Sur un milieu contenant une faible gquantité d'acététe,de l'ordre de
0,01 %, 1'Algue peut se multiplier et sexualiser avec un retard de 5 cycles envi-

ron par rapport aux témoins placés dans les mémes conditions photo-inductrices.
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L'addition de ce composé organique ne stimule pas la multiplication ni la sexua-

lisation mais les retarde sans les inhiber.

I1 semble que CLosterium moniliferum soit une Algue complétement photo-
autotrophe qui peut s'adapter dans une faible mesure & l'enrichissement du milieu
en composés organiques. Ces conditions se trouvent d'ailleurs rarement dans la na-
ture, la plupart des Desmidiées vivant dans des milieux oligotrophes, pauvres en

matiére organique assimilable.

Peut &tre peut-on opposer l'action de l'acétate de sodium chez cette
Algue, strictement autotrophe, qui n'en tolére que de faibles quantités, et chez
le Champignon Leptosphaernia typhae, végétal hétérotrophe; ou VIALA et VIDAL
(1972) ont montré que 1l'addition d'acétate au milieu active la croissance végé-
tative et inhibe la sexualisation. Rien de tel ici ol multiplication végétative

active et sexualisation semblent sller de pair.

I.4 - INFLUENCE DE LA PRESSION OSMOTIQUE.

A la suite des observations sur les effets de 1'addition de glucose au
milieu de culture nous avons voulu vérifier si les accidents de conjugaison ob-
servés pouvaient provenir de 1'élévation de pression osmotique du milieu extérieur

(hypothése inverse de celle de BIEBEL).

Nous avons ajouté au milieu de Waris additionné de Bacto Agar Difco &
15 g.1”! du mannitol dont le poids moldculaire (182) est trds voisin de celui du

glucose, mais qui n'est pas absorbé par les cellules , aux concentrations

® Lorsque les cellules sont plongées dans une solution plasmolysante de marnnitol
(0,33 M.1"1) pendant 6 h., aucune déplasmolyse ne se produit. Placées dans une
solution de glucose 4 la méme concentration, les cellules présentent d'abord une
plasmolyse nette, puts une déplasmolyse aprés un temps qui varie de 15 a 30 mn
pour 10 % des cellules environ.
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suivantes : 0,173 0,2 3 0,5 3 2 3 5 ; 10 et 20 g.1~1. Les mémes conditions d'é-
clairement et de température que dans l'expérience précédente avec le glucose

ont &té utilisées.

En-dessous de 0,5 g.1”! 1'induction sexuelle et la formation de 2y gos—
pores sont identiques & celles des témoins qui montrent environ 56 % de colonies

sexuelles aprés 7 cycles photopériodiques 18 : 6.

A partir de 0,5 g.1"1 1'induction sexuelle persiste. Pour 0,5 g.l“1 on
observe (moyenne de 3 expériences) 42 % de colonies sexuelles ; pour 2 g.17}
43 % 5 pour 5 g.171 : b1 %. Ces valeurs sont légdrement inférieures 3 celles Ffour—
nies par les témoins sans mannitol. Mais aucune des conjugaisons n'sboutit 3 1la
formation de zygospores : le contenu des gamétes se lyse et se répand sur la gélose.
Un faible nombre de conjugaisons aboutit & la formation de zygospores non sphéri-

ques munies de deux expansions arrondies (Fig. 5).

Figure &5 : Anomalies observées dans une culture axénique sur milieu
de Waris additiomné de mannitol (0,5 & 20 g.171).

a) 1'appariement a lieu normalement
b) la mitose préconjugale a lieu normalement

¢) les papilles de conjugaison se forment, mais pour 20 g.l—1 il n'y a
pas de vésicule de conjugaison mucilagineuse

d) cas le plus fréquent : lyse des gamétes au moment de leur expulsion.
Les zygospores ne se forment pas

e) cas peu fréquent : les rares zygotes présentept des formes atypiques
dues & la sortie incompléte des gamdtes.
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La concentration 10 g.lm1 provoque la formation de cellules denses.
Aprés T cycles de culture, les colonies sont au stade 4 ou 8 cellules, accolées
en pseudo-appariements. Aucune zygospore n'est formée bien que 12 % environ des

colonies montrent des conjugaisons avortées.

La concentrations 20 g.l‘1 provoque l'aspect morphologique le plus aty-
pique : les colonies sont au stade 4 cellules accolées, & contenu dense, vert
foncé, aprds T cycles de culture. Un trés faible nombre (< 1 %) sexualise. Les
conjugaisons montrent avant d'avorter des phénoménes nets de plasmolyse et aucun
mucilage ne peut €tre mis en €vidence au niveau de ce qui serait normalement 1'enm-

placement d'une vésicule de conjugalson.

Le tableau 1 résume l'influence de la pression osmotique du milieu sur'
la sexualisation. Les pressions osmotiques ont &té calculées de maniére approxi-
mative, pour le milieu par la formule donnée par MORQUER (1931), pour les cellu-
les par la méthode de plasmolyse limite, en utilisant des solutions de concen-

trations connues de glucose et de NaCl.

Pressions osmotiques

Type de milieu approximatives en Réponse sexuelle
atmosphéres
dans le dans les induction {formation de
milieu cellules | sexuelle ZygosSpores
milieu de Waris 0,5 6 + +

additionné de mannitol
0,1 g.271(0,0005 M.171) 0,57 6

+ +
0,5 g.1”1(0,003 M.171) 0,6k 8 +- +
2 g.171 (0,011 M.171) 0,78 10 + -
5 g.171 (0,027 M.1-1) 1,2 10 + -
10 g.1~1 (0,054 M.171) 1,9 12 + -
20 g.171 (0,11 M.171) 3,3 14 - -
Tableau 1 : Relation entre la pression osmotique du milieu additionné de

mannitol, la pression osmotique des cellules du C. moniliferum et leur ré-
ponse sexuelle aprés 7 cycles d'éclairement 18 : 6 h, 2500 lux, & 20°C.
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D'aprés KREBS (1952) la pression osmotique intracellulaire des Desmi-
diées varie de 6 3 9 atmosphéres. Celle que nous observons sur milieu de Waris
seul est donc "normale", bien que 1légérement supérieure & celle des jeunes
zygospores de Micrasterias papillifera dont KIES (1968) évalue la pression os-

motigue & U atmosphéres environ, en milieu liquide.

Bien que la concentration la plus élevéé wtilisée ici (20 g.171) soit
trés inférieure i celle qui provoque chez les cellules sexuelles cultivées sur
milieu normal une plasmolyse commencante (0925 a 0,3 M, environ 45 g.l—1) son
influence sur la pression osmotique intracellulaire aprés T jours de culture est

indéniable.

Pour les concentrations inférieures a 10 g.1_1 gui n'inhibent pas la
multiplication cellulaire, la pression osmotique du milieu extérieur n'empéche
pas 1l'induction sexuelle mais elle perturbe le déroulement normal de la conju-
gaison. C'est au moment de la formation de la "v&sicule de conjugaison", cons-
tituée de mucilages fortement hydrophiles, que cette influence se manifeste,

empéchant la sortie et la fusion normale des gamdtes.

Au-dela de la concentration 10 g.171, 1la multiplication cellulaire &tant
inhibée il parait presgue normal que 1l'induction sexuelle le soit aussi puisque
nous avons montré qu'elle ne pouvait se manifester que sur des colonies jeunes,
en phase exponentielle de croissance.

I1 est probable que dans le cas de 1'addition de glucose au milieu,

1, la pénétration modérée de cette substance dans les cellules

jusqu'a 2 g.1~
€quilibre d'une certaine manidre le rdle défavorable de la pression osmotique
trop élevée du milieu extérieur, permettant la formation de zygospores. A par-—
tir de 5 g.1” ! on constate les mémes accidents de conjugaison qu'avec le man-

nitol.

Nos résultats ne concordent pas avec ceux de BIEBEL (1973) qui constate
que 1'addition de mannitol (0,07 M),soit environ 13 g.17), réduit la lyse des
gamétes sans affecter apparemment le processus de conjugaison chez CylLindrocys-

s brebissonii.

Le role de 1'asséchement du milieu sur l'induction sexuelle chez les

Algues a parfois &té évoqué (COMERE, 1906). Il a été mis en relation avec



85

llaugmentation de la teneur en lipides chez les Diatomées d'eau douce (EVANS,
1959a et b). Dans le cas du CLosterium moniliferum toutes les cellules cultivées
sur milieu additionné de glucose ou de mannitol a 20 g.l_1 présentent, pourvu
qué 1'éclairement soit suffisant, une morphologie parasexuelle, avec une grande
abondance d'amidon et de globules lipidiques Jjaunes extraplastidaux. Cependant,
trés peu d'entre elles s'apparient réellement. L'ass&chement 'physiologique"

du milieu ne peut €tre considéré, pour cette espéce, comme un facteur inducteur

de sexualisation.

A 1'époque ol la mare de Wardrecques d'oul provient notre souche existait
encore, nous n'y avons pas effectué d'analyses d'eau. Ensuite, la mare a &té
comblée. Cependant, si 1l'on calcule la pression osmotique d'un milieu analogue,
favorable 3 la multiplication des Desmidiées (d'aprés des analyses non publiées
d'E. DELAHAYE concernant la "tourbiére" du Mont des Bruyéres & Saint-Amand),
celle-ci se révdle extrémement faible (0,067 atmosphéres), 10 fois plus faible
que celle du milieu de Waris. Nous n'avons malheureusement aucune donnée sur

1'évolution de la pression osmotique dans une mare en voie d'asséchement.

I.5 = INFLUENCE DE LA TENEUR EN NITRATE.

KLEBS (1896) et la plupart des anciens auteurs insistent sur le fait
que la reproduction sexuée est favorisée par des milieux pauvres chez les Algues

et les Champignons.

Dés 1918, PRINGSHEIM montre que la suppression des nitrates dans le
milieu peut provoquer la sexualisation chez Cylindrocystis.

L'idée que la sexualisation des Algues est due & une carence azotée con-
nailt un renouveau en 1950 (LEWIN) puis 1953 et 1954 ol SAGER et GRANICK montrent

que c'est le principal facteur inducteur dans la formation des gameétes chez
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Chlamydomonas reinharndfil & 1l'obscurité. STARR (1955c¢) utilise entre autres ce
procédé de suppression des nitrates dans le milieu de culture pour provoguer la
conjugaison chez Cosmarium botrytis et la plupart des auteurs &tudiant les Des-

midiées l'utilisent &galement.

Ce méme facteur semble intervenir dans la sexualisation du Pandoriina
morum (WILBOIS-COLEMAN, 1958), du Scenedesmus obliquus (TRAINOR et BURG, 1965),
du Golenkinia minutissdima (ELLIS et MACHLIS, 1968), d'Oedogonium cardiacum
(HILL et MACHLIS, 1970) ; TASSIGNY (1972) signale que c'est le facteur le plus
important dans la sexualisation du Mescfaenium Rramstal et dau Cosmarium 50&M05u~
Lum. HISHIMURA (1972) n'obtient de zygospores chez CLosterium s&rnigosum qu'aprés

suppression des nitrates.

J1 semble donc que dans beaucoup de cas,'la carence azotée par suppres-—
sion des nitrates, en conservant cependant une autre source d'azote dans le
milieu de culture, soit, sinon le facteur primordial, du moins un élément impor-
tant dans la sexualisation des Algues vertes. Les résultats des expériences citées
plus haut suggérent d'ailleurs 3 la plupart de leurs auteurs une explication éco-
logique séduisante du phénoméne ; c'est 1l'appauvrissement du milieu consécutif
a une multiplication végétative active qui provoque 1'apparition des formes sexufes
et des spores de résistance, permettant ainsi aux espdces qui en poss@dent de

survivre aux périodes défavorables.

Des expériences et des conclusions identiques pourraient &tre signalées
a4 propos des Champignons. Toutes insistent sur 1'apparent antagonisme entre
multiplication végétative et sexualisation. Cependant, quelques résultats d'expé-
riences apparemment discordants viennent troubler cette unanimité : la sexualisa-
tion peut avoir lieu en présence de nitrates chez Chlamydomonas moewusil (TRAINOR,
1959), et pour les souches 105 et 106 du Pandorina unicocca (RAYBURN, 197k4) dans
un milieu renfermant 1.1073 M.1™' Qe KNO3. La carence en nitrate ne suffit pas &

induire la - sexualisation chez Eudorina elegans (SZOSTAK et al., 1973).

Le milieu de WARIS (WARIS, 1953) renferme de 1l'azote sous deux formes
ioniques, NO3_‘ et NHh+, ce dernier'a concentration beaucoup plus faible. D'aprés
PRINGSHEIM (1967) ce double apport &vite une trop grande acidification du milieu
due & l'utilisation préférentielie du sel d'ammonium par la plupart des Algues et

une alcalinisation du milieu lorsque l'azote n'est fourni que sous forme de nitrate.
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Des expériences préliminaires de suppression totale de l'azote dans le
milieu nous ont montré une mort rapide des cellules aprés une seule blpartltlon
sans sexualisation. Au531, dans les expériences ultérieures n'avons nous sup-
primé que le nitrate, le sel d'ammonium apportant 0,3 mM d'azote permet un début
de multiplication (2 ou 3 bipartitions). Aucune modification sensible du pH 5,k
du milieu de Waris initial n'a été constatée aprés 7 jours de culture dans ces
conditions. Nous avons par ailleurs montré que C. mondififerum se développe et
sexualise indifféremment & des pH variant de 5 & 7.'Chaque expérience a été
répétéeAau moins 3 fois et dans le cas des cultures axéniques, l'extrait de Le-

vure, habituellement ajouté au milieu de WARIS, a été supprimé.

Le milieu de WARIS témoin renferme 18 mg d'azote par litre soit

1,3.1073 M.1~1,

Le milieu carencé, dépourvu de nitrate renferme 4 mg d'azote par litre

soit 0,3.1073 M.1~1 sous forme ammoniacale.

Les milieux enrichis en nitrate renferment le volume de solution mére
de KNO3 du milieu de WARIS multlplle par 2, 5, 10 et 25. Ils contiennent ainsi
32, Th, 1hh et 35h mg d'azote par litre de milieu, soit respectivement
2,3.1073'M ; 10,3.1073 M ; 25,3.1073 M.171,

A titre de comparaison, l'eau d'une mare a Sphaignes riche en Desmidiées
étudiée par DUTHIE (1965) renferme 0,016 & 0,095 mg.1” 1 de nitrate, & pH 5,5.
C'est environ 103 fois moins que le milieu de WARIS normal. Mais l'auteur ne si-

gnale aucune observation de Desmidiées conjuguées.

Toutes les expériences ont été effectuées d 20°C + 1°C ; les cultures
sont éclairées par des tubes grolux W.S. soit 12 heures sur 24 soit 18 heures
sur 24. Pour chacune des photopériodes deux intensités d'éclairement ont été
utilisées : approximativement 1500 et 2500 lux. Un essai & 5000 lux a provoqué
la mort des cellules dans toutes les conditions de milieu. Les repiquages ont
été effectués 4 partir de souches Agées de 2 & 3 semaines maintenues en conditions
non inductrices et lavées une fois en milieu "sans nitrate". Les résultats sont
donnés aprds 10 jours de culture et exprimés en pourcentage de colonies sexuelles.
Sont considérées comme sexuelles les colonies présentant au moins un couple de

cellules appariées. Le comptage porte sur des carrés de 5 mm de cOté tracés sur la
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bolte de Pétri et pris au hasard. Les colonies de 5 & 10 carrés sont observées,
selon leur densité, et pour chaque bolte 25 & 50 colonies sont ainsi comptées.
Les expériences ont été répétées 5 fois, avec 3 boltes au moins dans chaque

condition.

Une différence de comportement s'observe entre les souches non axéniques

et les souches axéniques.

[0,3 mM.171 d'azote sont fournies constamment sous forme NHz ; des doses crois—~

santes sont fournies sous forme Nog‘].

Azote mM.17!
ténioin
0,3 1,3 2,3 533 10,3 - 2533
. ' 1500 lux 0 0 0 0 0 0
Ke
Q
‘ 2500 lux 2 0 0 0 0 0
g
¢ 1500 1ux | 30 ) 0 0 0 0
{9 .
g | B _
i 2500 1ux [ 95 80 ' 0 0 0 0

Tableau 2 : Pourcentage de colonies sexuelles dans une souche non axénique en

fonction de la teneur en azote du milieu.

L'examen de ces tableaux appelle quelques remarques. La souche non axéni-
que sexualise pratiquement d& 100 % sur milieu carencé, en lumiére vive, dés le
3éme jour de culture, c'est & dire>aprés une seule bipartition, pourvu que la lon-
gueur de la photopériode soit suffisante. Sur milieu normal, les premiers indices
de sexualisation (appariements) ne commencent 3 s'observer qu'a partir du Séme

jour de culture et une grande partie des cellules demeure végétative. Il semble
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Azote mM.1~1

0,3 ) 1,3 2,3 2,3 10,3 25,3
g 1500 lux 0 0 0 0 0 0
= | 12n : ]
5 2500 lux 0 0 0 0 0 0
jon; —
g{ 1500 lux 0 0 0 0 0 0
4] ®n 3 N ]
g 2500 lux | 0 & 50 60 60 60 60 L0

Tableau 3 : Pourcentage de colonies sexuelles dans une souche axénique en fonction

de la teneur en azote du milieu.

* des appariements sans formation de zygospores.

donc qu'ici l'antagonisme entre multiplication végétative et sexualisation se
vérifie. Un exc@s d'azote dans le milieu, aux concentrations utilisées, permet

la multiplication végétative mais inhibe la sexualisation. La Bactérie associée,
qui est un bacille G + a &té cultivée sur milieu approprié pour vérifier sa ca-
pacité éventuelle a fixer l'azote atmosphérique. Tel n'est pas le cas, et elle
n'en fournit donc pas & 1'Algue sur milieu carencé. Le grand développement qu'elle
prend sur milieu enrichi en nitrate est peut &tre la cause de 1l'inhibition sexuelle

observée chez 1l'Algue.

_ Pour la souche axénique, les résultats ont d'abord été négatifs en 1'ab-
sence de nitrate pendant les deux premiféres séries d'expériencesv(juin puis sep—
tembre-octobre Th4). Ensuite 3 expériences successives donnent 20 & 40 % de colo-
nies sexuelles en 10 & 20 jours de culture. Fin janvier 75, une expérience donne
50 & 60 % de colonies sexuelles en T jours de culture et depuis 2 expériences ont
montré des résultats du méme ordre. Il y a peut &tre 3 cela une explication géné-
tique : les repiquages ont &té effectuds & partir de souches provenant de milieux

identigues, mais non sexuelles .en photopériode 12-12 ; une sélection massale
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involontaire a ainsi &té effectuée, et cela montrerait la plasticité remarquable
de la souche et la rapidité de l'adaptation clonale. Le comportement de la souche
axénique est tréds différent en présence d'un excés d'azote. Pour les concentra-
tions utilisées, il n'y a pratiquement pas d'inhibition de 1'induction sexuelle,

et un excds de nitrate prolonge méme la longévité des cultures qui présentent

un excellent aspect végétatif. TASSIGNY (1973) signale également que les Desmididec
"placées dans un milieu de culture supportent sans dommage de fortes concentration:
de NO3™". Pour des teneurs en azote égales ou supérieures & T4 mg.1"1, on observe
toujours de nombreux appariements, mais ilé.n'aboutissent pas 4 la formation de
zygospores. On observe le méme phé&noméne qu'en présence d'un excés de glucose ou
de mannitol : les gamétes se lysent au moment de leur sortie des gamétocystes,

et la fusion n'a pas lieu. L'élé?ation de la pression osmotique du milieu exté-
rieur intervient probablement & ce stade : des teneurs équivalentes de mannitol

(500 mg.l_1 soit 2,2.10—3 M.1"1), en tenant compte du coefficient de dissocia-

tion ionique du nitrate, provoquent les mémes accidents.

L'influence favorable de la carence azotée du milieu sur la sexualisation
s'exerce probablement'par 1'intermédiaire de 1l'accumulation des lipides et de 1l'a-
midon, phénoméne bien étudié chez la Chlorelle. SPOEHR et MILNER (1949) montrent
que la teneur en lipides des Chlorelles carencées est plus importante en lumicre
vive gqu'en lumidre atténufe, et AACH (1952) précise que la teneur en lipides des
Chlorelles cultivées sur milieu carencé en azote s'accroit de 22 3 70 % au 25éme
jour de culture lorsque la croissance a cessé. GUERIN-DUMARTRAIT et MOYSE (1970)
décrivent des Chlorelles carencées en azote ; aprés 48 heures de carence, la
teneur en chlorophylles est diminuée d'environ 80 %, les thylakoldes sont trés
dégradés, les cellules, incapables de se diviser, sont enrichies en lipides et en
amidon. Cette description correspond exactement & ce que nous avons observé dans

les cellules du CLosterium moniliferum cultivé sur milieu normal et sexuellement

induit.

La carence en azote, par l'accumulation de lipides qu'elle provoque,
associée & une lumiére intense qui permet une photosynthése importante, accélére
le processus de sexualisation pour cette souche. Elle est cependant inapte & dé-
clencher le phénoméne en l'absence d'un éclairement approprié. Il semble donc que

‘la lumidre soit le facteur primordial dans 1'induction de la sexualisation chez

cette Algue.
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. I1 faut également ajouter que les trés abondantes zygospores obtenues
sur milieu carencé en azote montrent un taux de germination beaucoup plus faible

et plus irrégulier que les zygospores obtenues sur milieu normal.

Pour continuer la comparaison déja esquissée entre le comportement sexuel
de cette Algue et celui de beaucoup de Champignons, notons que chez ces derniers
ce n'est pas la carence.en azote du milieu en valeur absolue qui favorise la
sexualisation. C'est en général le rapport C/N, variable en qualité et en quantité
selon les espéces-qui permet ou non le passage de l‘état végétatif 4 1'état

sexué, pourvu que les conditions de lumiére et de température soient favorables.

I.6 - INFLUENCE DE SUBSTANCES INHIBITRICES DE LA BIOSYNTHESE

DES STEROLS SUR LA SEXUALISATION.

La spectaculaire augmentation du nombre des glbbules lipidiques sous
1'action d'une photopériode adéquate, leur grande taille et leur coloration jaune
nous ont suggéré un rapprochement avec 1l'augmentation des lipides dans les feuil-
les du Fraisier "des gquatre-saisons" photo-induit étudié par SIRONVAL (1957). ﬁes
observations de cet auteur ont &tayé 1'hypoth&se de la nature lipidique, et méme
plus précisément stérolique, de 1'hormone florigéne "responsable de la floraison
chez les végétaux supérieurs. De méme, chez certains Champignons, en particulier
Mucor mucedo,on observe une augmentation des globules lipidiques colorés par des
pigments caroténoides dans les filaments sexuels et les hormones qui interviennent

lors de la conjugaison sont des composés terpéniques (GOODAY, 1968).

D'autre part, CHOUARD (1936, 1937) a montré l'influence de l'oestradiol

sur la floraison de Reines-marguerites maintenues en conditions photopériodigues
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défavorables ; KOPCEWICZ (1972) retrouve la m@me influence sur deux plantes de
jour long. L'addition de stérols au milieu de culture de certains Champignons
Phycomyc&tes induit Ain vitrno leur reproduction sexuée (expériences de HASKINS
sur Pythium (1963), de HENDRIX sur Pythium et Phytophtora (1964). C'est devenu
une technique classique que d'ajouter un stérol ( B-sitostérol) au milieu de

culture pour faire sexualiser ces Champignons (HUGUENIN et BOCCAS, 1971).

Faute de pouyoir démontrer directement le rdle des stdrols dans la re-
production sexufe des Végétaux les auteurs ont procédé par élimination. La dé-
.couverte de substances qui bloquent la synthése des stérols au niveau de 1l'acide
mévalonique (HOLMES et DI TULLIO, 1962) a permis 1'expérimentation par inhibition.
Bien que le procé&dé soit criticable puisqu'il est difficile d'affirmer que 1‘'inhi-
Vbiteur n'intervient qu'au niveau du métabolisme des stérols sans interférer avec
d'autres processus, il a été utilisé par BONNER et al. (1963) sur Xanthium
pennsylvanicum. L'application des inhibiteurs est efficace sur la suppression
de la floraison seulement avant l'unique nuit longue inductrice, mais aucun sté-
rol n'est capable de lever 1'inhibition. Par contre, chez 1'Ascomycdte Cochfiobo-
Lus carbonarum étudié par NELSON et al. (1967) 1'inhibition peut &tre levée par
1'application simultanée de squaléne ou de différents stérols, et il faut en ajou—
ter d'autant moins que 1l'on applique 1l'inhibiteur plus prés du moment de la forma-

tion normale des périthéces.

Nous avons obtenu des laboratoires SMITH, KLINE et FRENCH & Philadelphie

les inhibiteurs suilvants

SK & F 525-A (B-diethylaminoethyldiphenyl propyl acétate hydrochloride). chloro-
acétate de B-diethylaminoethyl diphenyl propyl.

SK & F 3301-A (chlorure de 2,2-diphenyl-1 (B-dimethyl-amino-ethoxy)-pentane).
SK & F 7732—A3 (trichlorure de tris (2-dimethylamino ethyl)-phosphate).
SK & F 7997-A3 (trichlorure de (2-diethylaminoethyl)-phosphate).

Nous avons dissous ces inhibiteurs dans l'eau distillée selon la techni-
que de BONNER et non dans 1'éthanol comme NELSON, car l'alcool est toxique pour
Cloéteaium, Le pH a ét& ajusté 3 5,4. Nous n'avons pas ajouté de mouillant. La
solu£ion d'inhibiteur est déposée & la pipette sur les cellules placées sur la

gélose nutritive.
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Une gamme de concentration de 0,5 & 5 mg.ml~1 a été essayée pour dé-
terminer la sensibilité de la souche. Chagque boité de Pétri remplie de milieu
de Waris gélosé est divisée en compartiments numérotés par des bandelettes de
matiére plastique pour éviter la diffusion. Les cellules du compartiment témoin
recoivent de 1l'eau distillée seule. Le traitement est appliqué aprés 3 cycles
photopériodiques de lumidre blanche grolux 18 : & (&clairement de 1l'ordre de
2500 1lux) & 20°C. Les colonies sont alors au stade L cellules et n'ont pas
commencé 3 sexualiser. L'observation a lieu‘aprés 5 cycles de 24 heures, ol
les témoins présentenﬁ les premiers appariements dans des colonies au stade 8

cellules.

Les composés SK & F 525 et SK & F 3301 ont provoqué & toutes les concen-—
trations utilisées une nécrose totale des cellules avec décoloration compléte
‘48 heures aprés l'application. Nous n'avons pas poursuivi les expériences avec
ces substances. BONNER signale que ces produits, qﬁi inhibent la conversion de
l'acide mévalonique en squaléne causent un jaunissement des feuilles de Xanthium

a4 la concentration de 2 mg.ml 1

Les composés SK & F 7997 et SK & F 7732 provogquent une inhibition végé-

-1

tative sans nécrose & la concentration de 4 mg. ml '. La concentration 5 mg.ml_‘

est 1étale. La concentration 3 mg.ml_1 a été retenue pour 1'expérimentation ulté-
rieure sur l'effet du moment d'application de 1'inhibiteur (Remarque : BONNER et

al. n'ont retenu que le SK & F 7997 & la concentration de 2 mg.ml™ 1)

Lorsque l'inhibiteur est appliqué au moment de 1'ensemencement, aucune
différence n'est perceptible entre la partie témoin et la partie traitée apres
5 cycles photopériodiques de lumidre blanche grolux 18 : 6. Environ 50 % des co-

lonies axéniques présentent au moins un couple de cellules appariées.

Lorsque l'inhibiteur est appliqué 24 heures aprés l'ensemencement, au
début d'une période d'éclairement de 18 heures, on observe aprés 5 cycles une inhi-
bition quasi compléte de la sexualisation avec le SK & F 7732. Les colonies trai-
tées avec le SK & F 7997 sexualisent faiblement (de 2 & 5 % de colonies sexuelles).
Aprés 8 cycles, aucune différence n'est perceptible par rapport au témoin : la

sexualisation est de l'ordre de 50 & 60 % des colonies dans les deux cas.
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Si 1l'inhibiteur est appiiqué 48 heures aprés l'ensemencement au début
d'une période d'éclairement de 18 heures, les colonies traitées avec le SK & F
7732 montrent une faible sexualisation (de l'ordre de 5 %) ; les colonies trai-
tées avec le SK & F 7997 ne sexualisent pratiquement pas. Cependant, aprés 8 cy-

cles les parties traitées ont "rattrapé" les témoins.

L'application de 1'inhibiteur SK & F 7732 72 heures aprés l'ensemencement
ne permet d'obtenir que 2 & 8 % de colonies sexuelles dans les parties traitées
lorsqﬁ'elles sont observées aprés 5 cycles photopériodiques. Le SK & F 7997 n'a

aucun effet inhibiteur.

Pour le SK & F 7732 on constate donc une inhibifion,de la sexualisation
quel que soit le moment de l'application. Pour le SK & F 7997 la période sensible
se situe entre 24 et U8 heures aprds 1'ensemencement et la sexualisation est re-
tardée. Plus tard, lorsque le processus de sexualisation est déja engagé, 1'inhi-
biteur est inefficace ; il n'a d'efficacité que pendant les 3 premiers cycles
photopériodiques 3 longue héméropériode. Le probléme est plus simple chez Xanthium
ol une seule nuit longue suffit 4 induire la floraison. Chez CLosterium nous
n'avons jamais pu abaisser ce minimum en-dessous de 3 cycles photopériodiques &
héméropériode longue. Il faut remarquer &galement que l'action de 1l'inhibiteur
est temporaire et qu'aprés un temps suffisant, de l'ordre‘de 8 cycles d'éclaire-
meﬁt, les cellules ont complétement restauré leurs capacités sexuelles. Si l'on
souhaite, en jour long, empé&cher la sexualisation,_il est nécessaire d'appliquer
chaque jour, pendant au moins 5 cycles, la dose adéquate d'inhibiteur, jusqu'a

ce que les colonies soient trop &dgées pour &tre sensibles au stimulus lumineux.
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CHAPITRE 11: La TEMPERATURE.

~

Des expériences préliminaires ont été effectudes a 10°C, 1L4°C, 18°c,
21°C, 25°C et 30°C. La condition 10°C a 4dfi &tre abandonnée i cause de la lenteur
de la multiplication ; nous n'y avons jamais obtenu de zygospores. A 30°C, les
cellules ne se multiplient que trés peu, et les conjugaisons n'aboutissent pas &
la formation de zygospores normales. A 25°C, les cellules se multiplient mais
présentent un aspect décolpré. Ces conditions 25 et 30°C n'inhibent pas la
sexualisation, mais le contenu des gamétes se vide fréquemment sur la gélose au
moment de la conjugaison. A 18°C et 21°C multiplication et réponse sexuelle dif-
férent peu. Seules ont été retenues pour 1l'expérimentation les températures 1k

et 21°C.

Ainsi que 1'a montré LEFEVRE (1937) chez Closterium acerosum, la vitesse
de multiplication dépend de la tempdrature, et pour une méme température de 21°C
nous observons qu'elle varie 1légérement avec 1'intensité de 1l'éclairement. A
14°C, cette différence est peu sensible. Le graphique de la figure 6 concerne
la multiplication végétative du CZOéteaium monilifesrum (non axénique) en fonction
de la température et de 1'éclairement. Il a été &tabli en héméropériode de 18 h. ;
1'intensité de 1'éclairement fourni par des tubes fluorescents "Claude Blanc 4500"
du type "lumidre du jour" est de 1300 lux ou de 2600 lux environ au niveau des

cultures.
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Fig.6 -Multiplication végétative du C. moniliferum en

fonction de la température et de l'éclairement.

En alternance de lumiére et d'obscurité, les bipartitions sont synchro-
nes 3 80 % jusqu'au stade de 32 cellules par colonie ; le temps de génération est
de 48 heures environ pendant la phase exponentielle de croissance qui dure environ
10 jours & 21°C. La multiplication est ensuite trés ralentie, mais les colonies

demeurent vivantes et présentent quelques divisions pendant L § 6 mois.

L'abaissement de la température allonge la phase de latence aprés le
repiquage et le temps de génération est également augmenté ; il est de 1l'ordre
de 72 heures & 14°C pour un éclairement de 2600 lux. A basse température, la sur-

vie de la culture peut dépasser un an en lumiére atténuée.

Des températures trop basses de 1l'ordre de 10°C ne permettent pas la for-

mation de zygospores et des températures trop élevées, supérieures a 25°C, provoquen~
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des accidents lors de la fusion des gamétes. De 14 & 21°C, la température in-
tervient sur la rapidité de la réponse sexuelle, sur le nombre de zygospores
formées par colonie et sur leur temps de maturation. Le tableau n® L4 résume ces

observations.

Température e ¢ ' 21° ¢

Durée de la phase lumineuse

par 24 h (2600 1x) ...... 12 i 15 16 18 12 1h 15 16 18 2k,
REponse £exuelle ccvevacevnnssas - - + L4 + - - + + + +
Temps de réponse sexuelle ’

en jours aprés repiquage s....e. 12821 12521 10820 931k 931k 538 5

_ﬂ de colonies sexualisantes .... 1 60 90 . 2 80 904895 802100

Période d'activité sexuelle,
"EN JOUrS ceevsosee ceneccenn ceees 8310 > 30 > 30 . 23k 2a8 235 2

lombre de conjugaisons par
colonie uprés 15 jours de .
CULLUTE vvrovernecosssvnsnne vee k310 > S0 > 50 28b 438 Lioo 2

Temps de maturation des zygotes, )
€N SEMAINEeS cvosroreioscorcans .. ) 3ak 3ah 182 182 R

Tableau 4 : Réponse sexuelle en fonction de la température et de la longueur

de 1l'héméropériode.

A 14°C la multiplication cellulaire, 1l'apparition des premiéres conjugai-
sons et la maturation apparente des zygospores (épaississement de la paroi, pas-
sage de la coloration verte & la coloration brune) sont lentes, mais la période
d'activité sexuelle est longue, et les zygospores sont finalement trés abondan-
tes : plus de 100 par colonie aprés 1 mois de culture. A 21°C les phénoménes se
déroulent plus rapidement mais le nombre de zygotes ne dépasse pas 40 par colo-

nie aprés 15 jours de culture.

Dans la mesure ol elle permet une multiplication végétative active, la
température n'a pas d'influence sur 1'induction de la sexualisation lorsque 1'in-
tensité de 1'éclairement dépassé un certain seuil (de l'ordre de 1500>lux) et
lorsque 1l'héméropériode est supérieure & 15 heures pour un éclairement du type

"pblanc brillant de luxe".




98

Les expériences sur le r8le du milieu dans la sexualisation nous avaient
déja montré que celle-ci ne pouvait intervenir que lorsque la composition du mi-
lieu permettait une multiplication végétative active. La méme conclusion s'impose
quant au rdole de la température sur la sexualisation. Il y a 18 une différence
avec le comportement de certains Champignons. Chez Nectria galligena (DEHORTER,
1972) la sexualisation ne peut avoir lieu qu'en-dessous de 18°C. A 21°C, le
Champignon demeure stérile bien que sa croissance végétative soit plus iﬁportante
qu'd 18°C. Cette donnée semble généralisable a beaucoup de Champignons Ascomycétes,
La conidiogenése est souvent possible pour beaucoup d'Aspergiflus dans une gamme

de températures plus €tendue que celle qui permet la formation des périthéces.
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CHAPITRE 111 : L ECLAIREMENT
ITI.1 - INTRODUCTION. ETAT ACTUEL DES CONNAISSANCES SUR LE ROLE
DE LA LUMIERE DANS LA SEXUALISATION CHEZ LES ALGUES EN
GENERAL.

(i

—
Si KLEBS a pressenti d&s 1896 le rdle de la lumidre dans la sexualisation
des Algues et des Champignons, il semble bien que la premiére mention d'un photo-
périodisme (c'est & dire d'une alternance de périodes de lumidre et d'obscurité)
provoquant la sexualisation d'une Algue ait été faite par KARLING en 1924 chez
Chana §ragifis. L'auteur signale d'ailleurs qu'il a entrepris ses expériences &
la suite des travaux de GARNER et ALLARD (1920), qui sont également & 1l'origine
de la plupart des travaux effectués sur le théme "lumiére et floraison" chez les
plantes supérieures. L'auteur aboutit 4 la conclusion qu'il s'agit d'une Algue

"de jour long".

A de tr@s rares exceptions prds, aucune Algue ne sexualise 3 1'obscurité
compléte. Ces exceptions sont : Protosdiphon botryoides (MAHER, 1947) ; Chﬁamydo—
monas redlnhardfil, sur milieu riche en acétate et carencé en nitrate (SAGER et
GRANICK, 1954) ; Chlamydomonas eugametos (FORSTER, 195T).
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Nous envisageons, dans cette revue, l'influence de la lumifre sur la
sexualisation chez les Algues, en faisant parfois une digression sur la production
de spores non sexuelles et en n'excluant que les processus morphogénétiques pu-—

rement végétatifs.

IIT.1.1 Influence de l'intensité de l'éclairement et de la quantité

totale d'énergie fournie :

Chez de trés nombreuses espéces, l'activité reproductrice croit avec
1'intensité de 1'éclairement et avec sa durée (pourvu que les autres conditions

soient favorables).

a ~ L'exemple-type est celui de Gofenkinia (ELLIS et MACHLIS, 1968) sur

milieu carencé en azote, pour la production des gamétes miles.

I1 n'y a pas de réponse sexuelle si la lumiére n'est pas fournie pendant
au moins 9 h. & 10 000 ergs.cm“z.s_1 ou en lumidre continue & 2300 ergs.cm 2.s” !,
Le degré de sexualisation est directement proportionnel & la durée de l'irradia-

tion, et en lumiére continue 3 1'intensité de 1‘'&clairement.

Le spectre d'action est superposable & celui de 1l'activité photosynthé-

tique.

b - L'activité reproductrice ne se manifeste qu'a partir d'un seuil

d'éclairement :

- chez Hydrnodictyon (NEEB, 1952) pour la zoosporogéndse ;

- chez Acefabwlaria crenulata (TERBORGH et THIMANN, 1965) pdur la formation des
chapeaux et des cystes ; '

- chez le gamétophyte de Laminaria hyperborea (KAIN, 1964) ;
- chez le gamétophyte de Laminaria digitata (COSSON, 1973) ;

- chez le gamétophyte de Desmarestia aculeata (CHAPMAN et BURROWS, 1970), ol la
maturation n'a lieu qu'entre 54 et 1540 lux d'éclairement moyen journalier
(éclairement en lux x longueur du jour/24) ; elle est inhibée 3 des niveaux
d'éclairement plus bas ; la saturation n'est pas atteinte & 1540 lux ;

- chez le gamétophyte et le tétrasporophyte de Polysiphonia denudata (ERDWARDS,
1970). '
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¢ - Des éclairements d'intensité trop forte peuvent provoquer une inhi-

‘bition de la reproduction ;

~ chez le gamétophyte de Laminaria saccharina (HSIAO et DRUEHL, 1971-1973) 3

-~ chez les Diatomées, de fortes intensités d'éclairement maintenues pendant de
longues durées ont un effet inhibiteur sur la reproduction, par exemple chez les
Centrales Melosina moniliformis et Biddulphia aurita (CASTENHOLZ, 1964) et chez
la Pennale Rhabdonema adrniaticum (ROZUMEK, 1968).

' d ~ En l'absence de recherches plus précises on met en relation avec la
photosynthése les types de reproduction suivants
- Volvox (STARR, 1970) : gamétogéndse (intervention de 1la lumidre + hormones) ;
~ Closterium acernosum (KIES, 1964) : formation des zygospores ;

- Denbesia neglecta (HUSTEDE, 196k4), oll des sporocystes se forment en lumidre
intense, des propagules en lumiére faible ;

- Eetocarnpus siliculosus (MULLER, 1962), ol des zoIdocystes uniloculaires se for-
ment & de fortes intensités d'éclairement, des zolidocystes pluriloculaires & de
faibles intensités.,

Le rdle de la lumidre dans la sexualisation des Chlamydomonas est trés
variable selon les espéces et les travaux de LEWIN, SAGER et GRANICK, etc...
des années 50 n'ont pas été repris. L'opinion généralement admise est celle d'un

effet photosynthétique.

e - La relation directe entre sexualisation et activité photosynthétique
ne peut expliquer entiérement l'effet sexualisant d'un passage brusque 3 de forts
éclairements chez Rhodochornton (KNAGGS, 1966) et chez quelques Diatomées : Ste-
phanopyxis tuwviis (VON STOSCH et DREBES, 1964), Coscinodiscus asteromphalus
(WERNER, 1971). ‘ -

L'interprétation généralement donnée pour ce type de résultats est que
les effets de 1'intensité de 1'&clairement sur la reproduction sont 1liés & une
variation de 1l'activité photosynthétique mais deux travaux mis & part (NEEB, 1952 ;
KAIN, 196L4) la relation directe entre action de la lumidre, photosynth@se et re-
production n'a pas été montrée. Cependant, quelques résultats (KAIN, 1964 ;

KNAGGS, 1966) montrent que l'activité photosynthétique n'est pas saturée pour des

intensités d'éclairement saturantes ou inhibitrices de la reproduction.
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III.1.2 Influence de la qualité de la lumiére fournie :

S8i 1l'influence de la longueur d'onde de la lumidre fournie sur la mor-
‘phogénése a été bien étudide chez de nombreuses Algues (LARPENT et al., 1971 ;
KLING, 19Tk), peu d'effets spécifiques de la lumiére sur la reproduction ont &été

observés jusqu'a une époque récente.

a - Chez Acetabularia le chapeau ne se forme pas en 1l'absence de lumidre
bleue (TERBORGH, 1965 , RICHTER et KIRSCHTEIN, 1966), mais cet effet est proba-
blement Al & la stimulation de la photosynthése par la lumidre bleue, alors que

la lumiére rouge l'inhibe dans ce genre.

Les effets de la lumiére sur la mofphogénése et la reproduction des
Acétabulaires semblent faire intervenir une réaction complexe entre les radiations

rouges et bleues, dont le mécanisme n'est pas complétement &lucidé.

b - La lumiére bleue a un effet spécifique sur la reproduction d'un cer-

tain nombre d'espéces.

1) les gamétophytes de Laminaria saccharina demeurent indéfiniment végétatifs en
lumiére rouge, mais 12 heures d'irradiation bleﬁe sont suffisantes pour induire
la production de gamétes aprés 10 jours dans 50 % des gamétophytes femelles.
LUNING et DRING (1972 et 1975) ont montré que cet effet &tait indépendant de la
photosynthése. PEREZ (1971), ne signale pas d'effet inhibiteur de la lumidre rou-
ge sur le gamétophyte de Laminaia digitata, éclairé simultanément par des lumié-

res bleue et rouge.

2) la lumidre bleue stimule la libération des gamétes chez Monostroma (SHIHIRA,
1958) et des tétraspores chez Nitophyllum (SAGROMSKY, 1961).

3) elle inhibe la formation des zoospores chez Profosiphon botnyodides (DURANT et
al., 1968 ; O'KELLEY et al., 1974) ; celle-ci est stimulée par les radiations
veft—jaune. Cet effet réversible Jjaune/bleu est comparable & celui qui provogue

1'émission des spores chez le Champignon Sphaerobofus (INGOLD, 1969).
P

L) chez Trebouxia (Algue verte symbionte d'un Lichen) les choses semblent moins
compliquées. L'irradiation pendant 1 mn, avec une forte intensité de lumiére rou-
ge clair, suffit 4 multiplier par 4 la production de spores ; cet effet peut &tre
inversé par une exposition de méme durée 3 une irradiation rouge sombre de méme
énergie (GILES, 1970). Ceci semble un premier exemple net de l'activité phytochro-

me chez une Algue verte.
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IT1.1.3 Influence de la longueur relative des périodes d'éclairement

et ‘d'obscurité (photopériodisme)

III.1.3.1 Algues "de jour long" nécessitant un minimum d'heures d'éclairement

‘journalier pour sexualiser. Font partie de cette catégorie :

- Probablement Chara fragilis (KARLING, 192k), ol cet effet est indépen-
dant de la photosynthése : 4 jours aprés mise en,culfure en éclairement continu
de faible intensité, fourni par une lampe 2 incandescence (1000 lux), on observe
une abondante production de gaﬁétocystes. Un éclairement important, qui permet
une excellente croissance végétative inhibe la sexualisation. Une trés faible lu~

miére incandescente d'appoint au jour court favorise la sexualisation.

-Probablement ULothnix §Lacca (HYGEN, 1948) ol les zygotes se forment
en jour long. '
Vaucheria sess48is (LEAGUE et GREULACH, 1955) a d'abord été considérée
comme -une Algue de jour long, mais 1l'addition de glucose et de peptone au milieu
de culture en jour court produit un effet de jour long : la photosynthése est

donc prédominante pour la formation de gamétocystes.

Stigeoclonium amoenum (ABBAS et GODWARD, 1963) produit des zygotes

en jour long.

TERBORGH et THIMANN (1964-1965) ont montré chez Acetabularia crenulata

.un accroissement du degré de formation des chapeaux en jour long.

Chez la Diatomée Sfephanopyxis palmeriana (STEELE, 1965) la reproduction
sexuée n'a lieu qu'en jour long. Les éclairements de faible intensité provoguent

la formation d'auxospores, ceux de forte intensité la formation des gamétes méles.

Chez la Rhodophycée Porphyra umb{licalis les conchospores se forment en
jour long (KUROGI et SATO, 1967).

Le gamétophyte du Pseudobryopsis myura (MAYHOUB, 19Th) est fertile en
jour long 16 : 8 h.

Chez toutes ces Algues dites "de jour long" il est difficile de dissocier
1l'effet photosynthétique et le photopériodisme vrai. Les critéres essentiels pour
la définition du photopériodisme n'ont pas été souvent démontrés
- i1 doit y avoir induction, c'est & dire prolongement de l'effet lorsque le maté-
riel est transféré & une photopériode non inductrice ;

- la réponse doit &tre sensible a4 des interruptions de la période sombre.
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I11.1.3.2 Algues_de "jour court” nécessitant un minimum d'heures d'obscurité

" par cycle :

a - L'Algue de ce type la mieux étudide est Posphyra iené&a ol KUROGI
a montré deés 1959 la formation de conchospores en jours courts. Ensuite, presque
simultanément, DRING (1966-1967) et RENTSCHLER (1967) ont mis én évidencé un effet
phytochrome chez le méme Poaphyra. C'était la premidre fois qu'un effet phytochro-
me était rigoureusement démontré chez une Algue. DRING a montré que la croissance
du stade Conchocelis était diregtément proportionnelle & la longueur du jour en-
tre 8 et 16 heures. Des spores abondantes ne sont formées qu'en durée d'éclaire-

ment de 10 h ou moins. L'interruption d'une période obscure de 16 h par 1 h 4'é-

clairement (1000 lux) inhibe complétement la formation des conchospores. Le ma-
ximum d'inhibition est obtenu en lumidre rouge clair, et cet effet est réversible

par le rouge sombre.

Des résultats i peu prés identiques ont été obtenus chez 1l'espéce proche

Bangia fuscopurpurea par RICHARDSON et DIXON (1968) et RICHARDSON (1970).

b - Quelques autres Rhodophycées montrent é&galement un comportement de
"jour court" mais ne semblent pas sensibles a 1'interruption des nuits longues
par un bref &clair. Ces expériences doivent probablement &tre reprises en aug-
.mentant la durée et 1l'intensité de 1l'é&clairement de cette interruption. Forment

des tétrasporocystes en jour court :

- Achnochaetium pectihatum, Rhodochonton purpureum et tenue (WEST, 1968-1969).

- Calosiphonia vermicularnis (MAYHOUB, 1975), pour leguel 1l'auteur a signalé
que des expériences d'interruption de nuits longues s'étaient montrées positives.

¢ - Quelques Algues brunes (au sens large) sexualisent en jour court :
Si pour les Diatomées Biddulphia et MelLosira étudiées par CASTENHOLZ en 1964 1'ef-
fet de jour court est probablement di & une inhibition de la photosynthése par de
trop fortes irradiations, il semble que Rhabdonema étudié par ROZUMEK (1968) ait
un comportement photopériodique : ‘avec des cycles 8 : 16 h, on obtient des auxospo-

res. Avec des cycles 4 : 10 : 4 : 6 h, il n'y a pas formation a'auxospores.

Les gamé&tophytes de Desmarestia ftabacoldes (NAKAHARA et NAKAMURA, 1971) deviennent
végétatifs en lumidre continue. Aprés 1 cycle 10 : 14 h puis retour en lumidre con-
tinue, 13 % des rameaux deviennent fertiles ; aprds 4 cycles 10 : 1L h puis retour

en lumiére continue, 85 % des rameaux deviennent fertiles.
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Chez Laminania Longicrunis (BYRNE et CRAIGIE, 1971), la gamétogendse est plus
abondante en jours de-S.h qu'en.jours de 12 h. De bréves interruptions rouge
clair réduisent le niveau de sexualisation 3 celui obténu en jour long. Cet effet
est réversible par le rouge sombre. Il y a 13 mise en évidence d'un éffet phyto-

chrome.

En conclusion, le probléme de 1'influence .de la lumiére sur la sexualisa~
tion dans les différents groupes d'Algues semble beaucoup plus complexe que chez la
plupart des plantes & fleurs. En outre, température et composition du milieu jouent

souvent un rdle important qui interfére avec celui de la lumiére.

Chez beaucoup d'entre elles, la photosynthé&se joue un rSle prépondérant
et c'est seulement lorsqu'un certain niveau photosynthétique est atteint que la

sexualité peut se manifester.

Chez d'autres intervient un photopériodisme qui agit par l'intermédiaire

‘de divers pigments. -

Un effet phytochrome analogue i celui observé chez les végétaux supérieurs
a été démontré chez 1'Algue verte Trebouxia (GILES, 1970) ; chez 1'Algue brune
Laminarnia Longichunis (BYRNE et GRAIGIE, 1971) ; chez la Rhodophycée Porphyra tene-
ra (DRING, RENTSCHLER, 1967). Il est probable chez Chara ol son rdle a &té mis
en évidence dans la germination des oospores (TAKATORI et HIMAHORI, 1971) et la
croissance des plantules (RETHY, 1968).

D'autres pigments dont 1l'existence n'a pas été démontrée interviennent
peut &tre chez Acefabwlaria, Laminaria saccharnina, Protosiphon botrnyoides qui réa-
gissent aux radiations bleues.

Nous allons essayer de préciser quelles sont les modalités de 1l'action de

la lumidre sur la sexualisation du CLosterium moniliferum.
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I1IT.2 -~ EXPERIENCES EFFECTUEES EN LUMIERE '"BLANCHE".

ITI.2.1 Influence de la longueur de l'héméropériode :

Nous avons déjd envisagé partiellement ce probléme & propos de l'action
de la température (tableau n° 4) car les deux facteurs ont été étudiés simultané-
ment. Nous disposions d'enceintes réglées 4 la m@me température dont les U4 compar-
timents &clairés par des tubes fluorescents "Claude Blanc 4500" de type "blanc
brillant de luxe", pouvaient &tre programmés selon des cycles photopériodiques

différents.

A 1'obscurité compléte nous avons vu (p. 77) que méme en présence d'une
source de carbone organique 1'Algue est incapable de se multiplier, et par consé-
quent de se sexualiser. I1 se produit parfois une bipartition ; le plus souvent

les plastes se clivent sans qu'il y ait division cellulaire.

En alternance 12 : 12 h, la multiplication végétative est satisfaisante,
mais on n'observe jamais de sexualisation, ni dans les cultures axéniques ni dans
celles qui ne le sont pas, quelle que soit 1'intensité de 1l'éclairement. Si celui-
ci est trop intense (> 5000 lux), les cellules jaunissent et meurent sans sexuali-

ser.

C'est seulement & partir d'une héméropériode de 15 heures que l'on commen-—
ce & observer un faible pourcentage de colonies sexuelles (2 %), aprés un temps
de culture relativement long, de 9 a 14 jours, lorsque l'intensité de 1l'é&claire-

ment est supérieure i 1500 lux.

Pour une héméropériode de 16 h a 2500 lux, le temps de réponse est égale-
ment assez long (9 & 14 jours) mais le pourcentage de cellules sexuelles (de 1'or-
dre de 30 %) est déja trds satisfaisant, compte tenu par exemple du résultat signa-

1é par BIEBEL (1964) qui obtient chez Netnium digitus 1,4 % de cellules sexuelles .

A partir d'une héméropériode de 18 heures & 2500 lux jusqu'd la condition
"lumidre continue", le pourcentage de sexualisation est pratiquement identique, entrs

90 et 95 % de colonies sexuelles (et de 1'ordre de 30 & 40 % de cellules sexuelles)




107

‘pour la souche non axénique, rarement plus de -60 & 70 % pour la souche axénique
aprés 5 & 8 cycles. A ce propos, il faut signaler que si la sexualisation de la
souche axénique semble stabilisée, celle de la souche non axénique a subi des
fluctuations et ses potentialités sexuelles, sur milieu non carencé en nitrate

ont régressé en 5 années de culture. Les expériences concernant le rSle de la te-
neur en nitrate du milieu sur la sexualisation avaient d'ailleurs montré la sen-
sibilité de la souche & 1'élévation de la teneur en nitrate. Cette sensiblité s'est

accrue.

" En lumiére continue intense (2600 lux environ) 5 jours aprés le repiqua-
ge, on observe 80 a4 100 % de colonies sexuelles ; c'est une condition apparemment
trés favorable, mais les conjugaisons n'aboutissent que rarement & la formation -de
zygospores typiques car elles avortent au stade "fusion des gamétés". En lumiére

[

continue atténuée, jusqu'a 1500 lux environ, la sexualisation est aussi importan-
te, et le nombre de zygospores bien formées augmente. C'est dans des conditions
de lumiére continue, d'abord intense pendant 4 & 5 cycles, puis atténuée, qu'ap—-

paraissent fréquemment des clones diploides.

Les cultures placées dans une piéce exposée au nord, recevant en plus de
la lumiére du jour un éclairement fluorescent de 2500 lux environ pendant 12 heu-
res, de 8 h 34 20 h, ne sexualisent qu'd partir du mois de mai. La période trophi-
que de 12 h est incapable seule de provoquer la sexualisation mais l'appoint de

5 8 6 h de lumidre du jour 3 faible intensité 3 1l'aube et au crépuscule suffit a

1'induire entre le mois de mai et le mois de juillet, période ol la longueur du

jour dépasse 15 heures a Lille.

Cette souche de CLosterium moniliferum peut donc €tre considérée & priori
comme une Algue de jour long, comme les StigeocLonium (ABBAS et al., 1963) et
Charna (KARLING, 1924). C'est ce qui nous a incité 3 rechercher 1'intervention d'un

photopériodisme dans ls sexualisation.

Nous n'avons pas effectué de mesures de l'activité photosynthétique, et
nous ne savons pas si elle est saturée pour les éclairements qui permettent la
sexﬁalisation. I1 est difficile de dissocier les rdles respectifs de la quantité
totale de lumiére fournie et de la longueur de l'héméropériode. Cependant, puisque
1'on n'observe aucune sexualisation pour des héméropériodes inférieures & 15 h (aves
un éclairement du type "lumidre de jour de luxe") quelle que soit 1l'intensité de
cet éclairement, il semble extrémement brobable gqu'intervienne un effet photopé-

riodique.
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III.2.2 Influence de l'intensité de l'éclaireément sur la multiplication

" végétative et la sexualisation :

Nombre de cellules
par colonie

300

\

T ' 1. 2500lux
: / 3 2.1300lux
/ / / 3. 5a700lux
/" 4. <500Iux
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1 Eefue”e
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Temps de culture en jours

- Fig. 7 -Multiplication végétative du C. moniliferum en

fonction de I'intensité de I'éclairement(blanc,18:6,20°C)

Pour chacune des héméropériodes suivantes : 12 h, 15 h, 18 h et 2k b,

plusieurs niveaux de 1l'intensité de 1l'éclairement ont été fournis, La vitesse de

multiplication varie peu avec l'accroissement de 1'héméropériode a 20° + 1°C
p =

et le graphique de la figure T ne concerne que celle de 18 h.

En lumidre atténude (< 500 lux, environ 2000 ergs.cm—z.s_1) la multipli-

cation végétative est ralentie, mais la longévité des cultures est augmentée : ce

fait est bien connu de tous les auteurs qui maintiennent une collection de Desmi-
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Pour 1300 lux (501t 5500 ergs.cm -2 g1 environ), on n'observe aucune
sexuallsatlon quelle que 301t la longueur de l'hemeroperlode.

Pour 2600 lux (soit 12 000 ergs.cm 2 571 environ), la sexualisation a
lieu aprés 5 & T cycles, pourvu que la longueur de 1'héméropériode soit supérieu-
re ou égale 3 15 h. Le seuil de réponse se situe vers 1500 lux, et il n'y a pas

de gradation sensible entre 1500 et 2600 lux.

Au-delad de 2600 lux, lorsque les cellules sont trés proches de la source
lumineuse, leur aspect se modifie ; elles demeurent courtes et les plastes se dé-
colorent. Pour un &clairement de 5000.1lux les cellules meurent rapidement aprés

avoir subi en général une bipartition, sans présenter d'indices de sexualisation.

IIT.2.3 Influence du temps d'exposition'aux conditions photoinductrices

et du moment d'application :

Un nombre minimum de cycles a héméropériode longue est nécessaire & 1'in-
duction sexuelle. Nous avons plus particulirement &tudié cette exigence &
20 + 1°C, en lumiére blanche du type "blanc brillant de luxe", sur milieu non ca-

rencé en nitrate.

Trois séries de cultures™issues de la méme souche maintenue en conditions

non inductrices et dgées de 2 & 3 semaines sont repiquées le méme jour.

1 - en lumiére continue, 4 2600 lux pendant 48 heures puis en alternance 18 heures
de lumidre (2600 lux) - 6 heures d'obscurité, elles sexualisent le S5eme jour aprés

le repiquage au stade 8 ou 16 cellules par colonie ;

2 - en alternance 18 heures de lumiére (2600 lux) - 6 heures d'obscurité, elles

sexualisent en 5 4 8 jours au stade 8, 16 rarement 32 ;

3 - en alternance 18 heures de lumiére - 6 heures d'obscurité, d'abord 3 1300 lux
pendant 2 & 15 jours, puis & 2600 lux, elles sexualisent 4 & 5 jours aprés 1'aug-

mentation de 1'é€clairement, au stade 64, 128.

Dans les conditions précédemment exposées, il faut donc un minimum de

5 cycles.a longue héméropériode, avec éclairement suffisant, pour provoquer les

*  non axéniques.
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appariements cellulaires, premiers indices de la sexualisation. Si 1l'on place
alors les cultures montrantvces éppariements,en conditions défévorgbles (lumiére
faible, jour court), elles se séparent et redeviennent végétatives. Il ést néces-
saire d'appliquer aux cultures au moins un cycle inducteur supplémentairé, dé
fagon a4 les mener au stadé des "papilles de conjugaison"” pour que le processus
devienne irréversible quelles que soient les conditions qui leur sont appliquées

ensuite. A ce stade on peut alors parler de photo-induction.

I1 est nécessaire que ces cycles photo-inducteurs soient appliqués & des
cultures jeunes, en phase exponentielle de croissance. Mgintenues en conditions
photopériodiques défavorables & 20°C pendant 15 jours aprés le repiguage, les co-
lonies ne sexualisent que rarement et irréguliérement lorsqu'elles sont replacées
en conditions normalement inductrices. Aprés 12 jours on observe les mémes résul-
tats. Une durée de 10 jours aprés le repiquage semble €tre la limite pour que les
cultures axéniques maintenues en conditions photopériodiques défavorables, a 20°C,
fournissent encore de l'ordre de 30 % de colonies sexuelles lorsqu'elles sont re-
placées en conditions normalement inductrices pendant 3 & 5 cycles. L'abaissement

de la température prolonge cette aptitude a réagir a 1'éclairement.

La colonie vieillit donc dans son ensemble, alors que les individus sont
encore relativement jeunes : au 12&me jour, & 20°C, on en est au début du plateau
de la courbe de multiplication cellulaire. L'inaptitude d réagir au stimulus lumi-
neux qui déclenche la sexualisation semble donc lide a4 1'inaptitude 3 la multipli-
cation cellulaire, qui est elle-méme probablement conditionnée par 1l'accumulation
dans le milieu de substances organiques auto-antagonistes que LEFEVRE (1939) avait
déja signalées chez les Desmidiées puis chez de nombreuses autres Algues et qui,
sans €tre toxiques, inhibent la multiplication, bien que le milieu soit encore -

suffisamment riche en éléments minéraux pour n'g@tre pas un facteur limitant.

CHARDARD (1966) a étudié la cytologie infrastructurale du Cosmarium

Lundellii et du CLosterium acerosum auto—inhibés. Il y observe une hypertrophie

de 1l'appareil de Golgi, une accumuiation d'amidon dans les plastes et de globules
lipidiques intracytoplasmiques ("dégénérescence graisseuse"). Ces aspects infra-
structuraux sont trés voisins de ceux des cellules sexuellement induites et pré-
sentent €galement une convergence avec les aspects des cellules d'Algues placées

en milieu hypertonique ou carencées en azote. Cependant, si ces différents facteurs
induisent des aspects cytologiques trés voisins, il semble que seul un éclairement

" approprié oriente les cellules sur la voie de la conjugaison.
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Nous avons voulu vérifier si 1l'accumulation des substances organiques
excrétées en méme temps que le mucus . pouvait avoir une influence sur la sexua-~

lisation.

Dés cultures axéniques sont maintenues pendant 15 jours, i 20°C, en lu-
miére blanche (du type grolux) continue faible de 1'ordre de 1500 lux ; elles
sexualisent en fournissant environ 50 % de cellulés sexuéllés. Aprés 10 jours les
cellules sont tassdes dans un abondant mucus et n'évoluent plus. Les galettes de
gélose de 3 boltes de Pétri portant ces cultures, sont partagées en b zones gui

sont transférées dans des boites stériles.
La zone 1 sert de témoin et ne subit pas de modification.,

La zone 2 est abondamment lavée par plusieurs passages d'eau distillée
stérile de fagon 3 diluer éventuellement les substances auto-inhibitrices tout en

laissant les cellules en place.

La zone 3 est débarrassée de ses cellules a la pipette, 4 sec, en laissant

le plus possible de mucus sur la gélose.

La zone 4 est débarrassée des cellules et du mucus et lavée § 1'eau dis-

tillée stérile.

Dans les zones 3 et 4 sont repiquées des cellules &gées de 15 jours,
maintenues & 18°C, en lumidre atténuée, sur un rythme 12 : 12 h, dont les colo-

nies ne sont qu'au stade 16 cellules, sans mucus abondant.

Toutes les boites sont replacées a& 20°C, en lumidre blanche grolux, avec
un éclairement de 2500 lux, sur un rythme 18 : 6 h, et sont observées aprés T

jours,

La zone 1 ne montre aucune nouvelle bipartition et les cellules ont un

aspect dense.

Les cellules de la zone 2, auparavant dispersées sur la gélose, ont for-
mé de petites colonies de 8 cellules ; quelques—unes montrent des préconjugai-

sons. |

La zone 3 montre des cellules isolées ou par paires ; les cellules repi-

quées ne se sont pas divisées ou ont subi au plus une bipartition.

La zone 4 montre des colonies au stade 16 ou 32 cellules, avec quelques

stades sexuels (de l'ordre de 10 % des colonies).
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Ce . n'est donc pas l'appauvrissement du milieu aprés 15 jours de culture
qui inhibe la sexualisation mais bien l'accumulation du mucus et,des substances
auto-antagonistes. Ces substances, qui n'ont pas €té isolées a notré connaissance
chez les Desmidiées, sont chez la plupart des autres Chlorophycéés des polysac-—
charides et des acides organiques (HELLEBUST, 1974). Elles sont excrétéés en plus
grande abondance d température &levée et sous des éclairements intenses. Cela ex-
plique probablement qu'd 14°C nous constations une période de sexualisation trds

longue.

Le repiquage des cultures pendant plusieurs mois dans les mémes conditions
inductrices optimales provoque un affaiblissement de la réponse sexuelle qui devient,
irréguliére et peut finir par disparaitre. L'aptitude & produire des zygospores
peut &tre restaurée par passage en conditions non sexualisantes favorables & la
multiplication végétative. Cette aptitude peut se maintenir virtuelle pendant plu-
sieurs mois (4 mois & 14°C, 6 mois & 4°C & 1l'obscurité) et s'extérioriser aprés

repiquage en conditions inductrices.

Lorsque les cultures sont placées en lumidre intense (2600 1ux) sur mi-
lieu carencé en nitrate le processus est accéléré : aprés 3 cycles a héméropé-
riode longue, 10 % des cellules environ se sont transformées en zygospores. 80 %
environ sont appariées. Aprds 5 cycles, la quasi totalité des cellules a fourni
des zygospores et cela quel que soit 1'dge des cellules qui ont servi au repi-

quage.

STARR (195k4), BIEBEL (1964) utilisent des cultures dgées de 4 3 8 semaines
et probablement enrichies en lipides et en amidon pour la recherche de la sexuali-
sation dans des conditions de carence en nitrate. Efféctivement, dans ces condi-
tions on accéldre également les phénoménes de sexualisation chez CLosterdium moni-
Ligerum mais il faut noter l'aspect jaundtre et atypique des cellules, et surtout

souligner que la germination des zygospores ainsi obtenues est presque nulle.

III.2.4 Lumiére et synchronisation des cultures :

L'alternance lumiére/obscurité est un procédé classique pour la synchro-

nisation des cultures d'Algues vertes. Ce synéhroniéme peut &tre obtenu chez
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C£OAtem&um monLﬂLéenum pour 80 % des. colonies env1ron lorsque les cultures, apris
un seJour de 48 & 72 heures & l'obscurlte complete, a 20°C, sont replacées dans
une enceinte soumise & des cycles photopériodiques. A 21°C, pour un eclalrement
de 1300 lux et sur un rythme de 16 : 8 n, lés mitoses commencent environ 1 h.
apres lé début de la phase obscure. Un maximum de divisions s'observe vers 2 h.
et 11l n'y en a plus aprés 3 h 30._Céci est tout & fait conforme aux oﬁservations
de BRANDHAM et GODWARD (1965d) sur d'autres Desmidiées et c'est dans ces condi-

tions que nous avons pu étudier la mitose.

III.2.5 Influence de ZavcompOSition spectrale de la lumiére blanche
" fournie :

Le remplacement accidentel des tubes fluorescents du type "blanc bril-

lant de luxe" par des tubes du type "cool-white" ou "blanc industrie" a provoqué
une baisse du rendement en zygospores. Le retour aux conditions "blanc brillant”
a restauré les potentialités. sexuelles initiales. Nous avons alors pensé a utili-
ser des tubes du type "erolux" émettant une lumidre riche en radiations rouges,
qui font défaut dans la lumidre émise par les tubes "cool-white". Ce type d'é-
clairement s'est révélé trés favorable puisque nous avons pu abaisser & 13 h 30 -
14 h la longueur des héméropériodes inductrices, sans cependant pouvoir diminuer
leur nombre. En utilisant une lumiére "grolux" continue faible (de 1'ordre de
1500 lux) il est possible d'obtenir entre 95 et 100 % @'individus transformés en
zygospores, avec trés peu de cellules végétatives aprés 5 & 7 cycles photopério-
diques. Les meilleurs aspects végétatifs, en conditions non inductrices, sont
obtenus avec les tubes du type F)3/Tp/Gro/WS, émettant un large spectre de ra-
diations, plus riche en radiations rouge sombre qu'aucun des autres types de tubes

fluorescents existant sur le marché (fig. 8).

Ce sont ces observations presque fortuites sur 1l'influence du spectre
de la lumiére blanche fournie aux cultures qui nous ont donné 1'idée d'expérimen-—
ter 1'action des lumifres monochromatiques sur la sexualisation de cette Algue,
fournies seules ou en appoint & une période d'éclairement blanc destinée & assurer

un minimum trophique.



114

- N WA N

Energie
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6}
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sl Cool White
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7—
6 -
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al Claude
al Blanc brillant
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1t
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8a : Courbes tracées d'aprés les domndes des fabricants.
Sylvania-
F40 T12 Gro
350 400 450 500 550 600 650 700
5-
Sylvania
Ml F40 Gro WS
3..
2t (’ A3
1+ _ ,Quz ‘

350 400 450 500 580 600 650 700

8b : Courbes tracées & partir de mesures effectuées 4 l'aide d'un sgectroradiométre
ISC0. L'enregistrement n'étant pas continu les ptes qui apparaissent sur les
courbes 8a n'ont pas été mis en évidence.

- Fig.8 _Répartition spectrale des différents types de lampes fluorescentes utilisées.
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I11.3 - EXPERIENCES EFFECTUEES EN LUMIERE MONOCHROMATIQUE.

IIT.3.1 Lumiéres approximativement monochromatiques ':

Il s'agit d'enceintes éclairées par des tubes Philips émettant une
lumiére "colorée" bleue, verte ou rouge. Le large spectre d'émission de ces tu-
bes est corrigé par l'interposition de filtres de "Plexiglas" Rohm et Haas. Un

spectro radiomStre S.R. ISCO a permis d'établir les spectres des lumidres regues

‘au niveau des cultures (fig. 9).

Energie relative
6+ 6
al at
2t 2t
400 450 500 | 500 550 600
Longueur d'onde (nm)
6.
4 " bleu :tubes TL18 filtre 627
g vert : TL17 701
21 rouge:  TL15 501
650 700 ‘

Figure 9 : Répartition spectrale des lumiéres approximativement mono-
chromatiques obtenues 4 l'aide de tubes fluorescents Philips et de fil-

tres "Plexiglas" Rohm et Haas.

* Prété par le laboratoire de Physiologie du Professeur ROLLIN.
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L'énergie de 1'éclairement est approximativement, au niveau des boites,
de 1750 ergs.cm 2,571 dans le "rouge", de 1600 ergs.cm™2.s” ! dans le "vert", de

1500 ergs.cm‘z

.s”1 dans le "bleu", qui est un peu "faible" par rapport aux

autres conditions. Les boites dé Pétri sont placées a l'endroit, et la dépérdition
d'énergie & travers le couvercle de matisre plastique est dé 1'ordre de 10 %
d'aprés PREVOST-MONNOT (1974). Sauf indication contraire, toutes les éxpériencés

ont été effectudes 4 20°C + 1°C, pendant T cycles de 2L heures.

a ~- Lumidre "monochromatigue"” continue :

-"bleu" : aucune sexualisation, excellente croissance végétative.

-"vert" : aucune sexualisation dans le cas des souches axéniques. Une
sexualisation faible et aldatoire (< 10 % des cellules) dans le cas des souches
non axéniques. La multiplication végétative est normale, malgré des conditions

défavorables i la photosynthése.

-"rouge" : pour les souches axéniques, la réponse sexuelle positive
aprés 5 jours de cultures varie entre 60 et 80 % de cellules sexuelles par rap-

port au nombre total des cellules. Pour les souches non axéniques, on obtient

aprés 3 8 5 jours les premiers appariements, et aprés une semaine 90 i 95 % des
cellules se sont transformées en zygospores. Ces réponses sont trés comparables
a ce que l'on observe en éclairement "grolux" continu, de faible intensité

(photographie de la page de garde).

b ~ Lumidre "monochromatique" : 18/cbscurité : 6 h :

Les résultats sont pratiquement identiques 3 ceux de l'expérience pré-
cédente. Dans le "rouge", les premiers appariements sont obtenus en 3 & 5 jours
aprés le début de 1'exposition, quelles que soient les conditions de culture
(sauf 1'obscurité compléte, qui retarde alors le processus de 5 & T jours) pen-
dant les 5 jours suivant le repiquage, dans le cas des colonies non axéniques.

Ce d€lai est un peu plus long (5 jours minimum) pour les souches ax€niques. Dans
le cas inverse (1 ou 2 jours d'expésition d la lumidre "rouge" puis passage en
"

"vert ou en bleu) on n'cbserve aucun effet stimulant. L'effet de la lumidre "rouge

ne se conserve pas dans les autres conditions.

¢ - Lumiére monochromatique en appoint de longue durée 3 20°C :

’ . e . . 1t
L'éclairement est fourni selon la séquence : lumidre blanche "cool-white

12 h, lumiére "monochromatique" : 6 h/obscurité : 6 h, & 20°C. Lorsque la période.



17

trophique de 12 h est donnée avec un &clairement de 1300 lux environ, on n'obtient

aucune réponse sexuelle quelle que soit la lumiére d'appoint.

Lorsque la période trophique de 12 h est donnée avec un éclairement de
2600 lux environ, c'est seulement lorsque la lumidre d'appoint est "rouge" que 1'on
obtient une réponse sexuelle, de l'ordre de T0 % des cellules pour les souches non

axéniques, de 1l'ordre de 50 % pour la souche axénique.

d . Lumiére monochromatique en appoint de longue durée i 10°C

L'éclairement est fourni selon la séquence:lumiére blanche "cool-white"
12 h, & 2600 lux et 20°C/lumiére "monochromatique" : 6 h & 10°C/obscurité : 6 h
4 20°C. Dans tous les cas on observe un retard dans la multiplication. Au 5&me jour,
les colonies sont au stade 4 cellules au lieu de 8 cellules habituellement 3 20°C.
Aucune des conditions n'induit la sexualisation, méme aprés un temps de culture pro-
longé jusgu'a 15 jours. Il est probable que la photosynthése, ralentie 4 basse tem—

pérature, joue un rdle dans la sexualisation méme dans la période d'appoint.

e - Lumiére monochromatique en appoint de courte durée

L'éclairement est fourni selon la séquence:lumiére blanche "cool-white":
14 h & 2600 lux/lumidre "monochromatique" : 15 mn & 20°C/obscurité : 9 h 45. Dans
tous les cas la réponse sexuelle est négative. Le r8le de la photosynthése, méme
dans la période d'appoint, semble se confirmer : un appoint de lumiSre rouge clair
trop bref est inefficace pour faire basculer les cellules de 1'état végétatif a

1'état sexuel.

f - Eclairements interrompant de longues périodes obscures

Cette série d'expériences a &té effectuée & 20°C avec des colonies non
axéniques. La période trophique est fournie par un éclairement fluorescent blanc
soit du type "cool-white'" soit du’fype "Gro-lux", avec une intensité de 2500 lux
environ pendant un temps variant de 13 h & 15 h. La phase obscure de 11 h 48 9 h
a été interrompue par deux périodes d'éclairement soit "blanc", identique 3 celui
de la période trophique, soit "rouge,A 660 nm, 1000 ergs.cm~2.s=1, soit "bleu",

A 450 nm, 1500 ergs.cm™2.s~1, de 30 mn chacune, situdes 3 heures aprds le début et
3 h 30 avant la fin de la période obscure. Les observations sont effectuées aprés

T cycles de ce type :
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nyctipériode

Les expériences ont été répétées en général L fois, avec 3 boites de Pétri
dans chacune des conditions. Le résultat est exprimé en pourcentage moyen de colo-
nies sexuelles, arrondi & la dizaine la plus proche du fait de la grande variabilité

d'une boite i l'autre.

¥ Eclairement trophique fourni en lumiére du type "Cool-white"
13 : 11 h. Ni les témoins ni. les cultures ayant recu les interruptions décrites

ci-dessus ne sexualisent.

14,5 : 9,5 h. Seules les cultures recevant les interruptions "rouge" montrent de

faibles signes de sexualisation (< 1 %).

15 : 9 h.
_ Interruptions en lumiére
Pas d'interruptions :témoin T

’ blanche rouge bleue
exp. n® 1 0 5 0 10
exp. n°® 2 2 30 80 30
exp. n° 3 5 50 50 20
exp. n° L 1 60 50 30




119

X Eclairement trophique fourni en lumidre du type "Gro-lux"

13 : 11 h. Aucune sexualisation dans aucune condition.

1% : 10 n.

Pas d'interruptions:témoin

interruptions en lumiére

blanche rouge bleue
exp. n® 1 0 5 10 10
exp. n°® 2 1 ko 50 2
exp. n° 3 0 60 80 50
exp. n° L 1 0 0 1

15 : 9 h.

Pas d'interruptions:témoin

interruptions en lumiére

blanche " rouge bleue
exp. n° 1 60 70 80 60
exp. n® 2 80 90 .90 80

- Conclusions :

La durée de la période trophique minimale & fournir aux cellules

pour qu'elles sexualisent varie avec la qualité de la lumiére blanche fournie. Nous

avions déjd constaté (p. 113 1l'influence favorable de 1l'éclairement de type Gro-lux

riche en radiations rouges.

Les interruptions des nuits longues critiques complétant des périodes trophiques

P

nimales. ont en général un effet promoteur sur la sexualisation, mais les résultats
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ne sont pas trés précis. Les interruptions données en lumiére "rouge" ou "blanche"

ont sensiblement le méme effet. La lumidre "bleue" est moins efficace.

g - Interruptions des nuits longues critiques par des &clairements 'rouge clair"

ou "rouge sombre" :

Ces expériences ont été effectudes 3 20°C avec des colonies non axéniques.
La période trophique est donnée par un &clairement de type "Gro-lux", pendant
13 h 30, avec une intensité d'éclairement de 1l'ordre de 10 000 ergs.cm2.s7 1,
L'interruption des nuits longues est effectuée soit 1 heure soit L heures aprds le
début de la nyctipériode, par un &clairement "rouge clair" A 660 nm, d'environ

1 pendant 5 mn ou par un éclairement "rouge sombre" A 730 nm

-1

1000 = ergs.cm™2.s”
d'envirbn 1200 ergs.cm™2.s” ! obtenu par une superposition de papiers "cellophane"
rouges et bleus placés devant une lampe 3 incandescence (spectre de la figure 10)
pendant 15 mn. Comme précédemment chagque expérience porte sur 3 boltes de Pétri
dans chacune des conditions et le résultat est exprimé en pourcentage moyen de

colonies sexuelles. Les témoins ne sexualisent pas.

Energie relative

. 1 1

N
b
N
N
=

600 700 800 900 1000

Longueur d’'onde (nm)

Figure 10 : Eépartitidn spectrale de la lumiére rouge sombre obtenue
a l'aide d'une lampe & incandescence et d'un filtre constitué par 2
couches de "cellophane' bleue et 2 couches de "cellophane" rouge.

~

(mesures effectuées tous les 25 pp avec un spectroradiométre ISCO; a 750 nm, passa-~
ge du spectre visible dans 1l'infra-rouge). :
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Moment de 1l'interruption aprés le début de
Séquences des interrup- la nyctipériode

tions de la nyctipériode f——————————cm——muv —- —

" 1 heure 4 heures

bxp. 1 2 3 b 5 6 T

RC 5 mn . 50 50 .1" 50 10 1 TO 5

RS 15 mn 10 5 2 5 0 5 0

RC 5 mn + RS 15 mn 20 20 5 30 10 Lo 5

RC 5 mn + RS 15 mn
+ RC 5 mn 20 5 50 50 Lo 1 0

Le RC donné seul a un effet promoteur. Le RS donné seul n'est pas com-
plétement inhibiteur, il n'efface pas totalement 1l'effet du RC lorsqu'il lui
succéde, et de méme le RC ne 1l8ve pas totalement 1l'effet du RS lorsqu'il 1lui suc-

céde.

Ces résultats sont plutdt confus, et bien moins nets que dans les expérien-
ces classiques effectuées avec la matériel type : germination des akénes de Laitue
"Grand Rapids". Les interruptions de la nuit "critique" sont d'ailleurs beaucoup
plus efficaces dans le cas des plantes "de jour court". Les plantes "de jour long"
réagissent beaucoup moins nettement 3 ce type d'expérience, guli est cependant con-

sidéré comme le critére de l'existence ou non d'un photopériodisme.

I1 est d'ailleurs possible que les Algues réagissent plus lentement que
les végétaux supérieurs aux interruptions de la nyctipériode. DRING (1967), dans
ses expériences sur Poaphyra fenera montre que seules sont efficaces des interrup-

tions de longue durée (1 h) et de forte intensité (1000 lux en lumiére blanche).

En outre, la variabllité des réponses d'une expérience 3 l'autre laisse
assez sceptique : pour l'effet du rouge clair seul on peut avoir 50 % de colonies

sexuelles ou seulement 1 % selon les expériences.
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ITI.3.2 Lumiéres rigoureusement monochromatiques :

Les lumiéres monochromatiques utilisées ont une bande passante de 1l'or-
dre de 10 nm". Les expériences ont &té effectuées a 20°C. Les longueurs d'onde
utilisées sont les suivantes : 425, Lh5, k70, 490, 510, 530, 550, 570, 590, 620,
655, 680, 693, 710 et 730 nm. Les cultures axéniqﬁes, en boites de Pétri plasti-
ques, sont disposées de maniére 4 recevoir des quantités d'énergies isoquantiques.
Les cultures sont d'abord maintenues L Jours en lumiére blanche atténuée non in-
ductrice selon un rythme 12 heures de lumidre - 12 heures d'obscurité, puis elles
sont transportées au Phytotron et placées en lumiére monochromatique pendant 7

Jours. Les observations sont donc effectuées 11 jours aprds le repiquage.

a ~ Feclairement monochromatigue seul :

Nous exposerons les expériences dans l'ordre ol elles ont été effectudes,
par rectifications successives. Cela nous permettra de mettre en &vidence les
difficultés qu'a suscité 1l'utilisation des.lumiéres monochromatiques seules. La

A P . -~ P4 Pl . 7 . -
premiére expérience a &té réalisée par comparaison avec ce que nous obtenions en
lumilre approximativement monochromatique rouge, & 1750 ergs.cm™2.s”| environm,

pendant 3 & 5 cycles de 18 heures sur des cultures non axéniques.

de 1250 ergs.cm™2. s—1 pour 680 nm ; elle est suivie d'une période obscure de 6 heure:

Le graphique a de la flgure 11 montre la multiplication végétative en fonction de
la longueur d'onde. On observe de trés rares zygospores pour 680 nm. Au vu de ces
faibles résultats, nous allons essayer d'activer la multiplication cellulaire
(puisqu'en lumiére blanche elle va se pair avec une sexualisation satisfaisante)
en augmentant a4 la fois le temps d'exposition et le niveau d'énergie ; mails nous
sommes limités par le fait que 1'énergie maximaleque l'on puisse utiliser dans

le bleu 445 nm si 1'on veut éclairer la surface d'une boite de Pétri est de 1l'or-
dre de 3200 ergs.cm_2.5—1, ce qui correspond 3 we énergie de l'ordre de 2000 ergs.

em™2.s”1 dans le rouge 680 nm.

® Elles ont été fournies par l'illuminateur spectral du Phytotron azmablement
mis d notre disposition par Monsieur JACQUES.
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a2) La période d'éclairement est _de 19 h 30 avec une énergie de 1l'ordre

de 2000 ergs.cm 2.s”1 pour 680 nm. Elle est suivie d'une période obscure de 4 h 3¢.

La courbe de multiplication cellulaire est figurée sur le graphique 11b. Seules

les longueurs d'onde 680 et 633 nm permettent d'observer de rares conjugaisons.

em~2,s5”1 pour 680 nm.

La multiplication cellulaire est activée, sans atteindre cependant le niveau obte-
nu en lumidre blanche de 10 000 ergs.cm™2.s”! (figure 11c et 14.1) ; elle montre
deux pics pour 680 et 4L5 nm. Nous en discuterons plus loin en la comparant aux
courbes obtenues dans les diverses conditions d'applications de la lumiére mono-
chromatique d'appoint. La sexualisation s'observe pour les longueurs d‘'onde 620
et 655 nm avec des pourcentages respectifs de cellules sexuelles de 31et UL %, De

rares conjugaisons sont observées pour 490 nm.

ali) Dans cette condition d'éclaifemenﬁ continu, nous avons voulu voir
s'il existait une relation entre la taille des cellules et la sexualisation, comme
chez beaucoup de plantes & fleurs de jour long ol la mise 3 fleur est précédée
d'un allongement de la tige. La variation du rappqrt largeur/longueur des cellules
est mise en paralléle avec la multiplication végétative et la sexualisation sur les

graphiques de la figure 12.
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Figure 12: Comparaison entre multiplication cellulaire, pourcentage de sexualisation et

rapport 1/ en lumigre monochromatique continue de 1'ordre de 2 000 t=:r‘g:~'..cm'2.s'1

680 nm, aprés 7 jours de culture, 3 20°C.

pour
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Le rapport 1/L varie peu autour de 0,16 ; cependant il atteint 0,20 3 655 nm dans
la condition ol la sexualisation est la plus importante. Il semblerait que les
cellules longues demeurent végétatives et que 1l'induction sexuelle s'accompagne
d'un raccourcissement des cellules (qui pourrait &tre consécutif & une multipli-
cation plus active, les cellules se divisant plus fréquemment s'allongeraient
moins ; mais cette explication ne tient pas, puisque pour LL45 nm ol la multipli-
cation végétative est également active nous observons des cellules longues et

aucune sexualisation).

b -~ Eclairement monochromatique d'appoint & une période trophique fournie en lu-

midre blanche :

d'éclairement blanc de 12 heures fourni par des tubes fluorescents Mazda ''Blanc
super" avec une énergie de 1l'ordre de 10 000 ergs.cm 2.s~1, il est suivi d'une
période obscure de 6 heures. Dans ces conditions aucune sexualisation n'a été
observée aprés T jours de culture. La courbe de multiplication végétative est

figurée en 13b.
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Figure 13 : Influence des radiations monochromatiques sur la multiplication végétative du C. moniliferm.

Les cellules issues de la multiplication d'une cellule originelle constituent une colonie et leur nonbre
est déterminé  au 118me jour de culture, eprés U jours en lumiére blenche atténuée et 7 jours en lumiere
monochromatique seule ou en appoint & une période d'éclairement dlanc de 12 h (10 000 ergs.cm"g.s”)-

8) = v~ Lumidre monochromatique seule (2 000 ergs.cm <.s~! pour 680 nn pendant 19 h 30).
b) —a— Lunidre monochromatique d'eppoint (1 250 ergs.cm™2.s5”! pour €80 nm pendant 6 h).

c) «.e.. Spectre d'edbsorption {n vivo. La densité optique & &té arbitrairement ramenée & 0 pour A= 750 n=.
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avec_une énergie de 1l'ordre de 2000 ergs.cm “.s ' pour 680 nm ; il succdde i une

période d'éclairement blanc de 13 h 30 fourni par des tubes Sylvania Gro-lux

2,671, T1 est suivi d'une

FLoT 12 avec une énergie de 1l'ordre de 12 000 ergs.cm
période obscure de 6 heures. Les t8moins qui ne regoivent que 13 h 30 de lumidre
blanche sexualisent trés peu. Les lumiéresd'appoint les plus efficaces sont situées
dans le rouge (et plus particuliérement le rouge sombre 730 mm) et dans le bleu-
vert 490 nm (figure 14.2) pour lesquels la sexualisation atteint respectivement

85 et 71 %, ce qui est peu fréquent en lumilre blanche avec la souche axdnique.

avec_une énergie de 500 ergs.cm™2,s” ! pour 680 nm. I1 succ&de 3 une période d'é-

clairement blanc de 13 heures fourni par des tubes Sylvania Gro-lux F 4O T 12 avec
une énergie de l'ordre de 10 000 ergs.cm 2.s” !, immédiatement (figure 14.3) ou
aprés une période obscure de 4 h 30 (figure 14.4). Il est suivi d'une période
obscure de 6 h 30 (figure 1k4,3) ou de 2 heures (figure 14.4). Dans le cas n° 4
1l'éclairement d'appoint s'intercale donc entre deux courtes périodes obscures et

il est fourni dans la seconde partie de la nuit longue critique.

Dans le cas n° 3 nous observons & nouveau une sexualisation importante dans 1le
bleu-vert (490 nm) et dans le rouge (693 rm). Dans le cas n® L, 1lteffet est beasu-
coup moins net ; il disparait dans le bleu-vert et il est remplacé par un effet

dans le jaune (590 nm). Deux autres réactions favorables s'observent pour 680 et

730 nm. JACQUES et LECHARNY (1976) signalent qu'd 580 nm la teneur en chlorophylle ==
feuilles du Chenopodium poﬂyépenmum-est maximale. L'appoint de longue durée au
milieu de la période obscure pourrait ainsi,d 590 nm, favoriser 1'élévation de la
teneur en chlorophylle et permettre une accumulation d'amidon plus importan—'

te pendant la périocde trophique suivante.

¢ - Eclairements monochromatiques brefs interrompant une longue période obscure

De bréves interruptions d'une période obscure de 10 h 30 succddant &
une période d'éclairement blanc Gro-lux de 13 h 30 avec une énergie de 1'ordre
de 12 500 ergs.cm_Q.s"1 non ou faiblement inductrice, par des éclairements mono-
chromatiques & 4L5, 655 et T30 nm n'ont pas donné de résultats cohérents. Toutes

les conditions se sont révélées plus ou moins favorables 3 la sexualisation. Les
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résultats les plus importants (53 % de colonies sexuelles aprds 6 cycles inter-
rompus) ont été obtenus avec une succession d'éclairements rouge 655 et bleu

445, de 10 minutes chacun (figure 15).

Pourcentage de colonies sexuelles
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Figure 15 : Influence des interruptions de longues périodes obscures par
des éclairements rouge clair, rouge sombre et bleu.

Les témoins ne subissent pas d'interruption. Les autres cultures regoi—
vent 6 cycles, 4 20°C, selon le schéma ci-dessous.
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d ~ Essal de dissociation des rOles respectifs de la photosynthése et du photo-

P .

périodisme :

La charge photosynthétique a &té fournie en lumire monochromatique "bleus"
en interposant sur le flux de lumiére blanche fournie par les lampes Xénon les fil- .

tres interférentiels MTO suivants

P A v b A
W2 nm 0,39 14 nm
443 nm 0,35 13 nm
445 nm 0,29 12 1m
446 nm 0,3k 12 nm.

~

L'énergie maximale possible a cette &poque sans provoquer 1l'échauffement
des filtres est de l'ordre de L4500 ergs.cm‘g.s"1 au niveau des cultures, qui sont
effectuées dans des tubes a hémolyse ; 8 tubes peuvent &tre placés dans la tache
lumineuse colorée fournie par chaque lampe. L'observation des colonies a4 la loupe
binoculaire est difficile & travers les parois épaisses des tubes & hémolyse et .
un nombre restreint (entre 20 et 30) a été compté chague fois ; les pourcentages
donnds n'ont qu'une valeur indicative, et il vaudrait mieux traduire les résultats

1" - . . 1"
par ‘'réponse positive .

La période trophique dure 18 heures, 1'éclairement d'appoint est fourni

pendant L heures aux longueurs d'onde suivantes :

# 2 7z A X énergie de l'ordre de
4hs nm ' 0,20 12 nm 4500 ergs.cm'e.s"1
491 nm 0,30 18 nm 7000 ergs.cm 2.s” !
661 nm 0,33 10 nm 7000 ergs.cm™2.s™ 1
720 nm 0,h47 11 nm 7000 ergs.cm 2.s™

I1 est suivi d'une période obscure de 2 heures.

Tous les résultats ont &té négatifs sauf pour la lumiére d'appoint de
longueur d'onde 661 nm. Dans les deux expériences effectuées, nous avons observé
aprés 10 cycles de 24 heures les pourcentages suivants de colonies sexuelles, pré-
sentant au moins un couple de zygospores (les résultats sont donnés dans 1l'ordre

ol les tubes sont placés dans le cercle lumineux).

®* X longueur d'onde T transmission A X largeur de la bande passante
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1€re expérience : 0% - 8% ;3 5% - 12% ;3 30% - 10% ;3 5% - 5%
28me expérience : 5% - 2% ; 60% - 50% ; 95% - 50% ; 0% - 5¢2,

Les tubes extrémes présentent probablement des résultats plus faibles 3

cause de la diminution de 1'énergie de 1'éclairement vers les bords de la tache,

Bien que la multiplication végétative soit normale en lumiére "bleue"
(aprés 10 cycles les colonies sont pour la plupart au stade 32 cellules) et que
1l'aspect des cellules végétatives soit excellent, 18 ou 22 heures d'éclairement
"bleu" & 4500 ergs.cxn"z.s'1 ne suffisent pas 4 induire la sexualisation. Les plas-
tes présentent des crétes tré@s apparentes, et on ne met. en évidence avec le lugol
que trés peu d'amidon, localisé autour des pyrénoides. Il se pourrait que ce dé—.

faut d'accumulation d'amidon soit dli & une photosynthése trop faible.

I1 est possible également que, comme chez Chloxella pyrenoidosa
(KOWALLIK, 1970), la lumidre "bleue" favorise la synthése de protéines aux dépens
de 1l'accumulation de glucides, pour un poids sec équivalent. KOWALLIK a montré
qu'aprds 8 heures d'illumination, en lumidre bleue, la matidre sdche comporte 50 %
de protéines et 15 % de glucides tandis que des cultures paralldles en lumiére rou-
ge contiennent 29 % de protéines et 38 % de glucides. Cet effet apparait indépendant
de la photosynthése.

2. 571 environ & 661 nm)

La lumiére d'appoint "rouge" intense (7000 ergs.cm”
fournie pendant 4 heures & chaque cycle, pourrait permettre cette accumulation d'a-

midon.

Lorsque nous avons pu disposer d'un monochromateur, nous avons tenté d'ob-
tenir en lumiére bleue une énergie suffisante pour accumuler dans les cellules

1'amidon nécessaire 8 la sexualisation.

18re_expérience : Aprds 10 cycles de 24 heures & 18°C, en lumidére bleue
continue de longueur d'onde LL5 nm avec une énergie de 1l'ordre de 5000 ergs.cm‘2.5'1
on observe de faibles indices de sexualisation (< 3 %) ; les zygotes sont peu nom—
breux et de petite taille. Les témoins, a 20°C, en lumilre blanche continue faible
de 1l'ordre de 6000 ergs.cm 2.s-1 ont commencé 3 sexualiser aprés 6 cycles de

24 heures.

Aprés 14 cycles de 2L heures, on n'observe aucune amélioration de la sexualisation

(moins de 3 % des cellules ont fourni des zygospores) bien que la multiplication
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végétative soit excellente. Les cellules sont vert clair, allongées, avec des

pyrénoides trés apparents, ce qui indique une faible teneur en amidon.

Aprés 14 cycles de 24 heures dans le rouge 681 nm,soit pendant 12 h/24 avec une
énergie de 10 000 ergs,soit pendant 2L h/2L avec une énergie de 5000 ergs,on
n'observe aucune sexualisation dans les tubes & hémolyse contenant des colonies

axéniques.

28me expérience : Des cultures axéniques sur milieu carencé en azote sont

lacées 3 21°C, en boites de Pétri, dans les lumiéres monochromstiques suivantes
P ’ s q

et observées aprds T cycles de 24 heures.

- bleu : A = 445 nm (monochromateur), énergie comprise entre 5000 et 6500 ergs.

em™2,s”1, éclairement continu : aucune sexualisation.

- bleu : A = 442 nm (A A = 14 nm) avec filtre MTO. Energie comprise entre 15 000
et 18 000 ergs.cm~2.s~1", éclairement continu : des zygospores dans la partie
centrale de la tache lumineuse dans 22 % des colonies environ.

- rouge : A = 681 nm (A X = 14 nm) avec filtre MTO. Energie de 1l'ordre de

2

9000 ergs.cm 2.s~1, éclairement continu : des zygospores dans la partie centrale

de la tache lumineuse dans 49 % des colonies environ.

-~ rouge : A =681 mm (A X = 11 nm) avec filtre MTO. Energie de l'ordre de

17 000 ergs.cm‘2.3’1. Eclairement 12 h/2L4. Aucun indice de sexualisation.

I1 est donc possible d'obtenir des sexualisations en lumidre "bleve", mais en
faisant agir en continu des énergies trés importantes et il semble chez cette
espéce quasiment impossible de dissocier les rdles respectifs de la photosynthése

et d'un éventuel phytochrome.

L'intervention d'un photopériodisme estdemontii dans 1'expérience ci-dessus : la méme
quantité globale d'énergie fournie en 24 heures n'a pas du tout le méme effet selon
qu'elle est donnée pendant 12 heures (réponse négative) ou pendant 2L heures (ré-

ponse positive).

® Un systéme de refroidissement amélioré des filtres a permis cette augmentation
de l'énergie.
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DISCUSSION DES RESULTATS - CONCLUSION DE LA TROISIEME PARTIE,

a) Effet des radiations monochromatiques sur la multiplication végétative :

Compte tenu des 4 jours de latence imposés en lumiére blanche non induc-—
- trice avant 1'expérimentation en lumiére monochromatique, on constate que (figure
11) seules les radiations bleues (L45 nm) et rouge clair (680 nm) sont efficaces
pour la multiplication cellulaire, les radiations vertes et jaunes ne la permet-

tant pas, tout au moins sur milieu exclusivement minéral.

La courbe de multiplication cellulaire est superposable au spectre d'ab-
sorption de 1'Algue n vivo (figure 13) et il semble que la photosynthdse soit le
facteur prépondérant dans ce phénoméne de multiplication. Contrairement & ce qui
a été observé par LARPENT et JACQUES (1972) chez Draparnaldia, un phénomdne.
d'élongation peut se manifester chez CLosterium &'aprés les observations de
LEFEVRE (193L4). Dans le rouge sombre et le jaune, le rapport 1/L est de 0,15 en-
viron, alors qu'il atteint 0,20 dans le rouge clair. La coloration par le Calco-
fluor-white permet d'ailleurs de rendre visibles les &longations successives d'un

méme hémisomate.

b) Effet des radiations monochromatiques sur la sexualisation :

~ Nécessité d'un "minimum trophique" important
I1 est certain que, comme chez Gofenkinia étudié par ELLIS et MACHLIS

(1968), la photosynthése intervient dans le processus de sexualisation. L'accumu-

lation d'amidon et de lipides observée dans les cellules conjugantes ne peut &tre
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réalisée que par une photosynthése accrue par rapport & celle des cellules végé-
tatives. Un "minimum trophique" important doit €tre fourni soit en lumidre blan-

che, soit en lumiére monochromatique intense et continue.

La qualité de la lumiére blanche fournie influe d'ailleurs dans une cer-
taine mesure sur la longueur de cette phase trophique, les tubes du type Gro-lux
permettant de 1l'abaisser aux environs de 13 h 30 pour une énergie de l'ordre de
10 000 ergs.cm_2.5—1. Lteffet favorable du CO, sur la sexualisation des Desmidiées
observé par STARR (1955) pourrait s'expliquer par une activation de la photosyn-
thése. Les faibles résultats que nous avons obtenus avec les lumidres monochroma-
tiques seules sont probablement dus & une énergie insuffisante qui ne permet pas
une multiplication suffisamment active ; dés que l'on offre aux Algues une période
de lumiére blanche intense, la courbe de multiplication cellulaire est nettement

plus élevée.

- La photosynthése n'est pas seule en cause
Cependant, la photosynthése indispensable n'est pas seule en cause,
comme chez Laminaria saccharina étudié par LUNING et DRING (1972 et 1975) ol

les radiations bleues ont un rdle prédominant sans qu'intervienne la photosynthése.

» L'addition de glucose au milieu de culture ne permet pas la sexualisation
des cellules recevant 13 heures de lumiére blanche, bien que le glucose soit
absorbé par les cellules (voir expériences paralléles avec mannitol et glucose).
Entre 1 et 5 g.l“1, le glucose n'inhibe pas mais ne favorise pas non plus la
sexualisation pour des éclairements plus prolongés.

L'addition de lumiéres monochromatiques d'appoint de faible é&nergie

2.3—1) pendant 4 h 30 aprés une période de lumiére blanche intense

(500 ergs.cm”
de 13 h 30 provoque des réponses pour des longueurs d'onde 490 nm et 693 nm ol

la photosynthése est peu importante.

La charge photosynthétique en lumiSre bleue (LL5 nm) avec une &nergie de
1'ordre de L4500 ergs.cm'g.s-1 penaant 18 ou 22 heures permet une multiplication
végétative presqu'aussi active qu'en lumildre blanche mais on n'y observe pas de
sexualisation. En lumiére monochromatique continue, seul le rouge clair semble
efficace pour promouvoir la sexualisation. KOWALLIK (1970) a montré que chez les
Chlorelles la lumiére rouge pro#oquait 1'accumulation des glucides alors que les

radiations bleues favorisaient au contraire l'accumulation des protéines et de
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1'A.R.N. Le méme effet d'accumulation d'amidon et de saccharose en lumidre rou~
ge a été observé chez Vdcdia faba par SZASZ et BARSI (1971). Il est possible que
chez ce CLosterium égaiement la lumiére rouge favorise 1l'accumulation d'amidon

qui précéde la sexualisation. Cette importante teneur en amidon expliquerait la
nécessité d'une photopériode en lumiére blanche intense appliquée pendant plusieurs
cycles consécutifs ; sinon la quantité d'amidon "se dilue" dans les cellules au
cours des multiplications successives. Ceci expliquerait également le fait que
"1'induction sexuelle" ne se maintienne pas au-deld de L8 heures et ne se ma-
nifeste pas avant 3 cycles photopériodiques au minimum. La bipartition préalable

a4 1'émission des papilles'de conjugaison complique encore la mise en é&vidence d'un

photopériodisme.

- I1 s'agit probablement d'une plante "de jour long"

Cette Algue, tout comme les Stigeoclonium étudié par ABBAS et GODWARD
(1963) et Chara fragilis étudié par KARLING (1924) se comporte comme une plante
supérieure de "jour long", d'ailleurs assez peu sensible puisqu'il lui faut au
minimum 3 cycles de lumiére intense pour sexuasliser. Elle présente de grandes ana-
logies de comportement avec la Jusquiame &tudide par SCHNEIDER et al. (1967) :

. nécessité d'une période d'irradiation longue et intense pendant plusieurs journées
consécutives (plusieurs semaines pour la Jusquiame) ;

. influence de la qualité de la lumifre fournie pendant la période trophique : la
lumiére des tubes fluorescents pauvres en radiations rouge sombre est moins effica-
ce que la lumiére de lampes & incandescence ou de tubes fluorescents riches en ra-
diations rouges ;

. effet marqué du rouge sombre en appoint (et l'appoint doit &tre de durée rela-
tivement longue, avec une &nergie importante) lorsque la période obscure est cour-
te (8 heures pour la Jusquiame, 6 heures pour CLostesrium) et suit une période
d'éclairement fluorescent pauvre en rouge sombre ;

. de bréves interruptions des nuits longues par un éclairement rouge clair, ef-
ficaces pour beaucoup de plantes de jour court, le sont beaucoup moins avec les .
plantes de jour long. Le Pavot, qui ne réagit pas a ce type de stimulations
(GENTNER et al., 1975) est cependant considéré comme une plante photopériodique
de jour long.

Les conclusions des résultats obtenus avec la Jusquiame font intervenir
1'hypothése d'un pigment autre que le phytochrome qui serait responsable de
l'action H E R (High energy reaction) [ou H I R (high irradiation reaction) selon
HARTMANN'(1966)], pour expliquef 1'efficacité de la lumidre rouge sombre et les

résultats obtenus en lumidre bleue.
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D'aprés JACQUES (1969) et MOHR (1972) il n'est pas nécessaire de faire
appel & cet hypothétique pigment autre que le phytochrome. L'important effet du
rouge sombré prolongé serait Al & un équilibre favorable entre les concentrations
du phytochrome actif Pfr et du phytochrome inactif Pr et HARTMANN (1966) 1l'a
montré par des irradiationssimultanées & 768 nm et & 658 nm, toutes deux virtuel-
lement inefficaces. Pour un certain équilibre, on obtient la méme réponse qu'a

717 nm. BLONDON et JACQUES (1970).ont obtenu des résultats identiques dans 1'ini-
tiation de la floraison chez la plante de jour long Lofium Zemulentum, montrant

gue l'action du rouge sombre s'exerce par le maintien_d'un pourcentage de phyto-

chrome actif faible.

SCHAFER (1975) a repris cette hypothése et insiste sur le fait que ces
réactions induites par le rouge sombre et le bleu agissant & haute énergie pen-
dant des temps longs ne sont pas réversibles, ce qui expliquerait les résultats
peu probants des expériences d'actions successives du rouge clair et du rouge

sombre que nous avons effectuées.

Les résultats confus que nous avons obtenus par des interruptions des
nuits longues critiques tiennent probablement au fait que ces interruptions ont
été appliquées au hasard. JACQUES et LECHARNY (1976) ont montré que l'action du
phytochrome n'est pas constante dans le temps au cours des périodes d'obscurité
critiques chez le Chenopodium polyspermum. En prenant soin d'é€liminer le phyto-
chrome actif & la fin de la période d'éclairement trophique avec un éclairement
rouge sombre de courte durée, on peut mettre en évidence, en ce qui concerne la
croissance et l'induction florale, l'existence de quatre sous-périodes. Au cours
de la premiére, qui dure 3 heures environ, l'éclairement rouge clair est inhibi-
teur ; au cours de la seconde (4 heures) la croissance est stimulée par la lumié—
re rouge sombre, la lumidre roﬁge clair n'a plus d'effet ; la troisiéme sous—
période (5 heures) permet une inhibition de la croissance et de la floraison, la
lumiére rouge sombre n'a plus d'effet ; enfin, au cours de la dernicre sous-pé-
riode (3 heures) la lumidre n'exerce aucun effet. Les expériences devraient &tre

reprises dans ce sens.

Chez Closterium moniliferum nous observons la nécessité d'une période
trophique de longue durée (13 h.d 13 h 30), avec une énergie importante (entre

10 000 et 12 500 ergs.cm’z.s“1) et une qualité de lumiére particuliére, riche en
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radiations rouge clair qui permettent 1'accumulation d'amidon dans les cellules,

puis la nécessité d'une lumiére d'appoint riche en radiations rouge sombre.

Cette énergie trophique peut difficilement &tre fournie en lumiére
monochromatique. Les radiations bleues (445 nm) fournies de maniére continue avec
une énergie de l'ordre de 5000 ergs.cm’g.s‘1 permettent difficilement, aprés 10
cycles, l'obtention de rares zygospores. Avec une énergie de 1l'ordre de

18 000 ergs.cm™2.s~1 on obtient, aprés 7 cycles, 22 % de cellules sexuelles.

~ Conclusion. Quel serait le pigment responsable ?

’ Au vu de ces résultats on pourrait penser que la photosynthése intervient
de maniére prépondérante dans la sexualisation de cette Algue. Mais si elle est
indispensable elle n'intervient pas seule. La durée de la période d'éclairement ne
peut &tre ramenée en-dessous de ce seuil critique de 13 h 30 - 1k h, quelle que
soit 1l'intensité de 1l'éclairement, méme en lumidre rouge 681 nm. Un éclairement
d'appoint de longue durée (4 h 30), avec une énergie de l'ordre de 500 ergs.t':m'2.s'T
permet d'obtenir la sexualisation pbur des longueurs d'onde (490 nm et 693 nm)
ou ‘la photosynthdse est peu importante. Il est donc probable qu'un mécanisme photo-
périodique intervient en méme temps que la photosynthdse, mécanisme dont le mé-
diateur pourrait &tre le phytochrome qui a d'ailleurs &té extrait des cellules
d'une autre Desmidiée (Mesotaenium, TAYLOR et BONNER, 1967). Par contre, il ne
semble pas qu'intervienne dans la sexualisation 1'hypothétique "pigment jaune"
qui provogue chez Mougeotia le mouvement du plaste (HAUPT et SCHONBOHM, 1970) lors
de 1'éclairement par des radiations bleues de forte intensité, alors que le mou-
vement du plaste avec de faibles intensit@s d'éclairement est sous la dépendance

du phytochrome.
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ANNEXE ~: ETUDE PRELIMINAIRE DES CONDITIONS DE LA GERMINATION

DES ZYGOSPORES DU CLOSTERIUM MONILIFERUM,

a) Conditions de la germination "normale! :

Aprés une période de maturation d'un mois et demi au minimum, les zy-
gospores conservées & la lumidre sur la gélose peuvent parfois germer spontané-
ment. Mais le plus souvent une réhydratation par 1l'eau distillée ou le milieu
de Waris est nécessaire au déroulement correct des différents stades de la ger-

mination, & la lumiére du jour et a 20°C environ.

Contrairement 3 KIES (1964) qui observe chez CLosterium acerosum un ma-
ximum de germination pour des iygospores dgées de 6 mois, puis une diminution avec
le vieillissement, chez C. moniliferum les zygospores germent en totalité & partir
d'un mois et demi & deux mois, et cette capacité se maintient jusqu'd environ 1 an,
lorsque la gélose-support n'est pas complétement desséchée ; dans ce cas, les

zygospores se dépriment et ne germent plus.

b) Influence de la température :

- Température de conservation :

Conservées & la température du laboratoire, les zygospores conservent
trés longtemps leur capacité germinative. Par-cohtre, si elles sont conservées
au moins une semaine dans un réfrigérateur entre 4 et 7°C, on n'observe plus de
germination ; cette inhibition n'a pu &tre levée par l'utilisation de divers pro-
cédés réputés pour leur capacité i lever la dormance des graines ou des spores
(choc thermique & 30°C, trempage dans 1'éther, trempage dans une solution d'hé-

licase....).
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~ Température de réhydratation :

Pour deskzygospores.réhydratées par le milieu de Waris et placées &d la
lumidre du jour & 10°C, la germination n'a pas lieu ; elle dure Jjusqu'a 10 jours
a 16°C. A 20°C, les zygospores donnent de jeunes individus en 72 & 96 heures
et on n'observe aucun synchronisme. Pour des températures de 1l'ordre de 25°C,
toutes les zygospores germent en T2 heures environ ; de méme a 30°C, mais dans
ce cas les"gones"sont trés pales et non viables. Il se produit beaucoup de ger-

minations anormales.

e) Influence des conditions dans Zesquelleé les zygospores ont été

obtenues :

Le pouvoir germinatif est considérablement diminué, voire annulé, lors-
que les zygospores ont €té€ obtenues sur milieu carencé en nitrate ou sur milieu
additionné d'inhibiteurs de synthése des stérols & des doses non létales, con-
ditions qui apparemment permettaient la formation de zygospores normales parfois

en trés grande quantité.

d) Influence de 1a lumiére sur la germination :

Les résultats que nous avons obtenus sont trés confus et contradictoires.

I1 semble cependant que nous puissions en dégager quelques idées directrices.

Passé un délai de un mois et demi pendant lequel la dormance est totale,
les zygospores réagissent de facon trés différente & la réhydratation selon qu'el-

les ont été conservées 8 la lumiére ou & 1l'obscurité.

- Conservation & la lumiére du jour :

Les zygospores obtenues en lumiére "rouge" (lampe Philips et filtre
g

Rohm et Haas) n'ont germé ultérieurement qu'en lumiére "rouge".

Les zygospores obtenues en lumidre blanche "Gro-lux" germent & la lumiére
du jour et en lumidre rouge clair (660 nm), fournie en continu pendant 48 heures,
avec phe{énergie de l'ordre_de‘SOOO ergs.cm‘2.5'1. La lumiére rouge sombre (730 nT;
fournie en continu avec une énergie de 1'ordre de 7000 ergs.cm™2,s-1 et 1'cbscuri-

té ne permettent pas la germination.
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La condition "obscurit&" est obtenue en enveloppant les boites de Pétri
ol les zygospores ont été ensemencées de plusieurs épaisseurs d'aluminium. Le
tout est placé dans des boltes noires ayant servi & emballer du papier photogra-
phique, dans la méme enceinte a& 20°C que celles qui subissent un éclairement

rouge clair ou rouge sombre.

Des temps d'exposition trop brefs(de l'ordre de 15 mn) & la lumiére
blanche ou rouge clair n'ont aucun effet. Un minimum de 3 heures d'éclairement in-
tense est nécessaire, a partir de la réhydrdtation pour provoquer la germination,

méme si les zygospores sont ensuite remises & 1l'obscurité.

- Conservation 3 1l'obscurité :

Les zygospores obtenues en lumiére blanche "Gro-lux" & la température du
iéboratoire deviennent extrémement sensibles au plus bref €clairement au moment
de la réhydratation. Réhydratées en chambre noire, & la lumiére jaune d'une lampe
au sodium, elles deviennent capables de germer dans toutes les conditions
lumiére blanche, rouge clair, rouge sombre et méme obscurité compléte. Dans ce cas
la germination s'arréte au stade "2 jeunes individus" courts, de couleur vert
pale, dépourvus de pyrénoldes. La possibilité de synthétiser de la chlorophylle a
1'obscurité est connue chez plusieurs genres d'Algues vertes cultivées sur milieu
organique (ChLamydomonas, Scenedesmus...) et dans quelques cas trés particuliers de
Spermatophytes (embryons de CLitrus,de Pinus,de Picea....).

Si 1'on prend la précaution de réhydrater les zygospores en présence d'un
éclairement inactinique (lampe Philips "verte" PF 710 B) elles ne germent plus ni

a4 1'obscurité ni en lumidre rouge sombre.

La lumiére a incontestablement une grande influence sur la germination
des zygospores ; cependant, les expériences de réversion de l'effet de la lumiére
rouge clair par un bref_éclairement rouge sombre dans le cas des zygospores con-
servées 4 la lumiére, n'ont pas donné de résultats nets et cohérents, et aucun )
effet phytochrome n'a pu €tre mis en évidence, tout au moins dans nos conditions

a’ éri
expériences.
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CONCLUSION GENERALE

CONCLUSION DE L'ETUDE CYTOLOGIQUE.

L'étude ultrastructurale de 1'individu végétatif a apporté quelques
précisions aux observations des auteurs qui avaient déj3 étudié le genre CLos-
Zerium, Les images de pores que nous avons pu obtenir confirment les conclusions
de MIX sur la structure de la péroi particuliére & ce genre. Des plasmalemmaso-
mes, des structures paracristallines intraplastidales rarement observées chez

les Algues ont été rencontrées. La structure de 1'isthme n'avait pas ét& souvent

observée ; elle est d'ailleurs fort simple et consiste en la Juxtaposition de

parois d'épaisseur inégale, sans formations en biseau.

Au niveau de 1'individu en cours de sexualisation en réponse & 1'influen-
ce de la lumiére, nous avons pu mettre en évidence un enrichissement en amidon,
la disparition des structures pseudogranaires dans le plaste, l'accumulation dans
le cytoplasme de globules lipidiques de grande taille, et 1l'activation de 1l'ap-
pareil sécrétoire, caractdres que l'on peut observer également dans les cellules

soumises 4 un milieu hypertonique.

La formation des papilles de cbnjugaison et celle de la vésicule de con-
Jugaison mucilagineuse constituée par la modification des parois dans la partie
terminale des papilles présentent des caractéristiques propres i cette espéce,
et qui peuvent faire l'objet d'une comparaison avec ce qui se passe chez d'autres

Zygophycées,

LING et TYLER (1972) distinguent chez les Desmidiées Placodermes deux

modes de conjugaison. Dans le premier cas, s'édifie un véritable tube de conjugaisch
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("cellulose bounded space”) ; dans le second cas la conjugaison se fait dans une
vésicule mucilagineuse. Tout en gardant cette distinction fondamentale, il est
possible de 1'étendre 3 1l'ensemble des Zygophycées en préeisant que l'origine et

le mode de formation de la vésicule sont tré&s variables.

a) Le tube de conjugaison :

La présence d'un canal nettement limité par une paroi cellulosique ré-
sistante, provenant de la fusion des papilles de conjugaison allongées en doigt
de gant semble fréquente chez les Desmidiées Saccodermes. C'est la seule forma-
tion qui puisse &tre appelée "tube de conjugéison" si 1l'on suit la nomenclature
de LING et TYLER ; elle persiste autour de la zygospore en la maintenant soli-
daire des gamétocystes. FRITSCH (1965) en donne de nombreux exemples, les plus
connus . étant Spirogyra, lygnema... (Zygnéﬁataeées). Un tube de conjugaison sem-
blable 3 celui des Zygnématacdes se retrouve chez la plupart des Mésotaeniacées :
Netrium digitus (BIEBEL, 196h),'MertaenLum kramstal (STARR et RAYBURN, 196L) et
chez quelques Desmidiacées : CLosterium pa&vuﬁdm type et var., pour leguel COOK
(1963) précise : "the conjugation tube completely separates the parental semicells
and possesses a distinet wall which is comparable in thickness to that of the
vegetative cells" et CLosterium rostratum (DUBOIS-TYLSKI, 1973) sont pourvus d'un
tel tube.

Le tube de conjugaison bien structuré peut &tre remplacé par des vésicu-

les mucilagineuses de formes et d'origines variées.

b) Les vésicules de conjugaison :

1) C'est & 1'intérieur d'une vésicule mucilagineuse préformée, nettement
délimitée, maintenant les gamétocystes appariés, que se développent les papilles
de conjugaison, qui présentent un stade 3 calotte réfringente avant de fusionner.
L'enveloppe de cette vésicule persiste autour de la jeune zygospore. Le seul
exemple de ce type semble &tre jusqu'a présent Micrasterias papillifera étudié

par KIES (1968).

2) La vésicule mucilagineuse préformée qui maintient les gamétocystes

n'a pas de limite nette. Les papilles s'y accroissent, présentent un stade &
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calotte réfringente, puis les protoplastes y fusionnent. Roya obtusa (KIES, 1967),
PReurotaenium ehrenbergii (LING et TYLER, 1972) présentent ce type de conjugaison,
Il semble que ce soit dgalement le cas chez CLosterium evesiculatum ol COOK (1963)

décrit un "conjugating tube mucilaginous without a definite wall, not persisting".

3) La vésicule mucilagineuse qui maintient les gamétocystes est sécrétée

extemporanément par les papilles elles-mémes au cours de leur accroissement. Elles

présentent une calotte réfringente fugace. Cette vésicule n'a pas de limite nette
et elle disparalt pratiquement au moment de la conjugaison qui a lieu ainsi sans
grande protection dans le milieu extérieur. CLosterium ehrenbengdidi (LIPPERT, 1967),
CLosterium moniliferum (LIPPERT, 1967 ; DUBOIS-TYLSKI, 1973) présentent ce type-de
conjugaison. Cet appareil mucilagineux a &té improprement appelé "tube de conju-
gaison" par FRITSCH (1965), CHADEFAUD (1960), LIPPERT (1967) et nous-méme (1972).
LING et TYLER (1972) ont attiré 1'attention sur la non homologie de cette forma-
tion avec le tube de conjugaison des Zygnématacées, contrairement 3 1'opinion de

TASSIGNY (1971).

4) Le terme "vésicule de conjugaison" devient extr&mement large lorsque
les protoplastes fusionnent dans le mucilage sécrété entre les parois des gaméto-
cystes chez Cosmarium botrnytis (STARR, 195kha), Mesotaenium dodekaedron (GEITLER,
1965), Stawwastrum gladiosum (FRITSCH, 1965) et peut &tre CLosterium Littorale
(PICKETT-HEAPS et FOWKE, 1971).

5) Le terme ultime de la simplification est atteint chez Spirotaenia
condensata (HOSHAW et HILTON, 1966) ol la paroi tout entifre des gamétocystes se

gélifie ; les protoplastes fusionnent & 1'intérieur d'un mucilage non structuré.

Ces variantes mineures dans le processus de la conjugaison vont de pair
avec un degré plus ou moins grand de protection des gamétes; elles montrent la
diversité des procédés a travers la classe des Zygophycées, sans rapport apparent
avec les divisions systématiques admises par KRIEGER (1937) ou plus récemment
par MIX (1972) d'apr@s la structure des parois, bien gque OKADA (1953, cité par
BOURRELLY, 1972) ait préconisé une nouvelle classification fondée uniquement

sur le mode de formation des zygotes.

Le faible degré de protection des gamétes du C. monilifesum est proba-

blement 1ié 3 la séerétion d'une enveloppe callosique autour de la jeune zygospore
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dés les premiéres heures de sa formation. C'est la premiére fois qu'un tel type
d'enveloppe est mentionné autour d'un méiosporocyste d'Algue. Il était dé€ja connu
chez certaines Hépatiques, chez les Sélaginelles et autour des macro et micro-
sporocytes des Spermatophytes. Il est probablement 1'expression d'une préadapta-
tion au milieu aérien, idée déja émise par STEINECKE (1924) (cité par FRITSCH,
1965).

Les Zygophycées constituent un groupe d'Aléues vertes dépouvues de cel-
lules mobiles. P. BOURRELLY nous avait suggéré de rechercher éventuellement dans
les cellules gamétes des vestiges d'un appareil cinétique, dont la présence de
vacuoles contractiles dans la jeune zygospore aurait pu rendre 1'existence pro-
bable. Malheureusement, nous n'avons pu mettre en &vidence de telles structures,

ce qui ne prouve nullement qu'elles n'existent pas.

La zygospore mire a montré, sur des images obtenues par M. ABADIE,
des structures rarement observées chez les Algues, mais fréquentes chez les Sper-
matophytes : corps prolamellaire, phytoferritine, et d'autres particuliéres &

ce matériel : présence d'une poche & déchets et d'une "zone gazeuse'.

La germination de la zygospore n'avait pas fait 1'objet jusqu'd présent
d'une étude en miéroscopie €lectronique. Elle a permis de montrer 1'é&volution du
systéme vacuolaire dans la vésicule de germination ol coexistent vacuoles contrac-
tiles & contenu clair et vacuoles nutritives & contenu trés dense. La métaphase
observée n'a pas montré de cinétochore structuré. La dégénérescence d'un des
noyaux des jeunes individus issus de la germination a pu €tre observée. Les jeu-
nes "gones" sont caractérisés par la fréquence des inclusions paracristallines
intraplastidales que l'on peut y observer. Leur structure rappelle de fagon fﬁap—
pante celle des "stromacentres" observés par GUNNING (1965) dans les plastes d'A-
voine. Elles pourraient &tre les précurseurs des pyrénoides qui se reforment de

~

novo a ce stade.

L'étude cytologique nous a montré des modifications de la morphologie et
de l'infrastructure en rapport avec les différents stades de la sexualisation et

nous a amenée a4 essayer de définir le déterminisme de cette sexualisation.



1hh

SEXUALISATION ET ECOPHYSIOLOGIE DU C. MONILIFERUM.

Si nous reprenons les diverses hypothéses avancées pour expliquer la
sexualisation des Desmidiées rappelées dans 1'introduction, celle de COMERE (1906)
accordant un rSle prépondérant i 1'é€lévation de température et & 1'asséchement
du milieu ne peut €tre retenue pour cette souche. Nous avons vu que la sexualisa-
tion n'avait lieu de maniére satisfaisante que dans les limites de temp@rature
permettant la multiplication végétative, et qu'd 14°C on pouvait encore obtenir
des zygospores abondantes. Quant & l'asséchement du milieu, il n'agit pas par
1'augmentation de la pression osmotique, qui se révéle défavorable & la sexuali-

sation comme nous l'avons montré par 1'addition de mannitol au milieu de culture.

L'hypothése de SCHREIBER (1925) faisant intervenir de maniére prépondé¥
rante la carence en produits nutritifs et‘en particulier en azote a été réfutée
dans le cas des souches axéniques de C. moniliferum, qui continuent de sexualiser
malgré une augmentation importante de la teneur en nitrate du milieu de culture ;
la carence en nitrate seule n'induit d'ailleurs jamais la sexualisation des sou-

ches non axéniques en 1l'absence d'un éclairement convenable.

Notre &tude nous a montré qu'il n'y avait pas d'antagonisme entre multi-
plication végétative et sexualisation. Au contraire, tous les facteurs qui inhi-
bent cette multiplication ont également un effet négatif sur la sexualisation.
VILLERET (1966) avait déja remarqué que "dans les conditions naturelles, 1'ob-
servation des oeufs est souvent liée & un développement quantitatif important de
1'espéce", cette abondance augmentant les chances de rencontre entre les indivi-—

dus compatibles.

La température, le pH, la composition du milieu ont, dans les 11m1tes
ol 1ls permettent une multiplication végétative active, peu d'influence sur la
sexualisation. L'asséchement du milieu, 1'&lévation de sa pression osmotique et
la diminution de sa teneur en nitrate ont probablement un rdle accessoire en fa-
vorisant la mise en place de structures cytoplasmiques analogues & celles des cel-
lules sexuelles : augmentation de la teneur en amidon dans les plastes, régression

des vacuoles, accumulation de globules lipidiques intracytoplasmiques.
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Le facteur externe déterminant semble gtre, pour cette espéce, et en
accord avec la trds ancienne hypothése de KLEBS, la lumidre ; le rdle de 1l'assa-
chement serait ainsi indirect :-il provoquerait l'augmentation de 1l'éclairement
au niveau des cellules en diminuant 1'épaisseur de la couche liquide qui les sur-

monte.

La lumidre joue un rdle quantitatif. L'éclairement trophique doit &tre
fourni pendant un minimum de 12 3 1k h, avec une énergie de 10 000 & 12 500 ergs.
em 2,571, Au-deld de cette intensité, les'piastes se décolorent et la multiplica-
tion est inhibée. Cet éclairement trophique est d'autant plus efficace qu'il est

plus riche en radiations rouges (lampes du type Gro—lux-par exemple).

La lumiére joue également un rdle qualitatif, plus difficile & mettre en
évidence. Un éclairement d'appoint fourni aprés une période trophique minimale,
avec une faible énergie, pendant un temps relativement long (de l'ordre de 6 heures.
favorise la sexualisation dans les zones bleu-vert et rouge sombre du spectre. Un
éclairement monochromatique seul permet difficilement la sexualisation : il faut
fournir des énergies trés importantes (de 1l'ordre de 15 000 ergs.cm‘2.s-1 en con-—

tinu dans le bleu 445 nm par exemple).

L'éclairement blanc continu est également favorable 3 la sexualisation
pourvu que l'intensité n'en soit pas trop élevée (< 10 000 ergs.cm™2,s-1). Au-delid,
1'induction sexuelle persiste mais des accidents de conjugaison empéchent la for-

mation de zygospores normales.

Il est difficile de dissocier chez cette esﬁéce les rdlesrespectifs de
la photosynthése et du photopériodisme. En outre, la bipartition ‘qui précéde la
conjugaiéon complique encore cette disssociation : si 1'éclairement est trop faible,
la quantité de réserves accumulées lors de l;appariement "se dilue" entre les
cellules~filles, d'od la nécessité d'un éclairement intense et prolongé. D'autres
espéces de CLosterium (par exemple CLostesrium rostratum) qui ne nécessitent pas
de bipartition préalable a 1'émission des papilles de conjugaison, constitueraient

sans doute un matériel plus favorable pour la démonstration d'un photopériodisme.

Bien que les interruptions de nuits longues critiques par des @éclairements
rouge clair et rouge sombre n'aient pas donné de résultats concluants, on peut ce-

pendant, par analogie avec le comportement de certaines plantes i fleurs (Jusquiasz,

Pavot) émettre 1'hypothdse que CLosterium moniliferum est une Algue "de jour long”.
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Lorsque les cellules ont accumulé suffisamment de réserves, elles pren-
nent un aspect sombre et dense, et certaines d'entre elles, rarement toutes,
s'apparient. L'appariement s'accompagne de l'excrétion de mucilage qui maintient
les cellules accolées. Il est peu probable que ce mucilage renferme des substanceg
stimulantes pour la sexualisation du partenaire, ou alors en quantités minimes.

Si elles existent, ces substances sont inaptes a déclencher la sexualisation dans

une cellule qui n'a pas subi un traitement photopériodique approprié.

L'observation sur le terrain montrant que dans une population desmidiale
de nombreuses espéces sexualisent en méme temps, P. BOURRELLY nous avait suggéré

de rechercher &ventuellement 1'influence réciproque des espéces en sexualisation.

Nous avons mélangé sur le méme milieu des populations de CLostesrium
venus (qui sexualise indifféremment avec 12 h ou 18 h d'éclairement blanc jour-
nalier), de C. moniliferum (qui sexualise abondamment avec 18 h d'éclairement &
2500 lux) et de C. acutum (dont nous n'avons que trés rarement obtenu les zygospo-
res, en jour long). Les trois souches ont été isolées & partir de la méme mare

de Wardrecques.

Lorsque le mélange recoit 12 h d'éclairement blanc journalier avec une
intensité de 2500 lux, seul C. venus produit des zygospores aprds 10 jours de cul-
ture, les autres espéces n'en produisent pas. Lorsque le mélange recoit 18 h d'é-
clairement blanc journalier avec une intensité de 2500 1lux, C. venus et C. monili-
ferum sexualisent, ce dernier i partir du Téme jour de culture. C. venus ne sexua-

lise qu'd partir du 10éme jour et C. acutum n'est aucunement stimulé.

Il semble donc peu probable que des substances hormonales soient excré-
tées abondamment dans le milieu ; de toute fagon, elles seraient étroitement spé-
cifiques, ce qui est d'ailleurs le cas chez les rares Algues ol 1l'on a pu les

mettre en évidence.

Cependant, une stimulation mutuelle par 1l'émission de la papille de con-—
Jugaison s'exercant & trés courte distance entre des cellules appariées n'est pas
4 exclure : bien que trés rarement, il arrive que l'on observe l'émission de deux
papilles de conjugaison par 1l'individu central lorsque trois cellules sexuellemert

induites se trouvent associées. D'autre part, une cellule sexuellement induite
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isolée de son partenaire avant 1'émission d'une papille de conjugaison n'en for-
me pas et retourne & 1l'état végétatif. La croissance des papilles a lieu 3 travers
un mucilage diffus (mis en &vidence par le "Calcofluor-white") qui maintient les
cellules rapprochées. Est-ce le mucilage seul qui stimule 1'émission des papilles,
ou les substances excrétées ? Pourquoi les papilles ne se forment-elles que sur
les faces internes des cellules ? A ce niveau, la concentration de 1'hypothétigue
substance excrétée est-elle multipliée par deux ? Autant de questions dont la
réponse semble bien aléatoire, 4 cause des infimes quantités probablement mises

en jeu, et surtout du fait que nos souches sont homothalliques.

Pourtant, la sexualisation en masse de nombreuses espéces de Desmidiées
peut trés bien s'expliquer sans faire intervenir de substance hormonale diffusible
dans le milieu. Elle peut &tre provoquée par le méme facteur externe, agissant
en méme temps sur des espéces différentes adaptées aux mémes conditions climati-
ques, et réagissant en particulier de la méme fagon & 1l'intensité de 1'éclairement

et 8 la durée du jour.

Sans prétendre généraliser le déterminisme de 1'induction sexuelle par
la lumiére & toutes les Desmidiées nous pensons que 1'Algue C. moniliferum,ainsi
que plusieurs autres isolées dans la région du Nord (C. nostrnatum, C. acutum,
Spinogyra sp.) sont des plantes "de jour long" ; d'autres (C. venus) n'ont pas
d'exigences photopériodiques strictes. Il est d'ailleurs possible que 1'espéce
monififerum, tout comme elle semble présenter des dcotypes adaptés & des eaux
plus ou moins eutrophes ou oligotrophes, puisse présenter également des écotypes
adaptés 4 des longueurs de jour variables, ce qui expiiquerait sa répartition cos-
mopolite, seules étant exclues de son aire les régions arctiques. Cette exclusion
peut d'ailleurs s'expliquer par l'inaptitude des zygospores a la germination apreés

un séjour au froid.

Notre hypothése pourrait également expliquer pourquoi on observe le plus
souvent les zygospores sur le bord des piéces d'eau, 13 ou l'eau est peu profonde,
et trés rarement au centre, dans 1l'eau profonde. Sans sous-estimer 1l'effet de
1'élévation de température et de 1l'augmentation de 1'intensité de 1l'éclairement guil
favorisent la photosynthése, de l'enrichissement en sels minéraux par la dessicca-
tion, de 1'élévation de la pression osmotique, de la diminution de la teneur en

azote, qui induisent dans les cellules des structures cellulaires quasi sexuelles,
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nous suggérons 1l'influence de "déclencheur” de la sexualisation que pourraient
exercer les.radiations rouge clair d'abord (permettant l'accuﬁulation d'amidon
pendant la périodé trophique), puis rouge sombre pendant 1'allongement de la du-
rée du jour ; les radiations rouges &étant rapidément absorbées par l'eau ne pour-
raient agir qu'a travers une faible épaisseur. D'aprés BOURRELLY, c'est au prin-
temps et en automne que l'on observe le plus fréquemment des zygospores de
Desmidiées ; or c'est également en ces saisons que la lumidre solaire est la plus

riche en radiations rouges.

Mais nous répétons que ces conditions ne sont nullement généralisables
a4 toutes les espéces de Desmidiées ; chacune réagit probablement d'une maniére
qui lui est propre. Cela expliquerait les observations de RINO. au Mozambique
(communication personnelle), ol des zygospores de Desmidides peuvent &tre trouvées
a n'importe quel moment de l'année. Dans ce cas, comme chez les Spermatophytes
gui fleurissent & tout moment de l'année sous 1l‘'Bquateur, le facteur "durée du

jour" n'est pas déterminant dans la sexualisation.

Contrairement a4 1'opinion des anciens auteurs, nous ne pensons pas que
les zygospores soient une forme de résistance & la saison froide ; l'expérience
montre que les cellules végétatives persistent trés longtemps au froid et & 1'obs-—
curité, alors que les zygospores ne germent plus. Les zygospores sont essentielle-
ment une forme de résistance 3 la d@ssicqation (CHADEFAUD_(196C) dans une note
infrapaginale, envisageait d'ailleurs cette &ventualité), qui coincide sous nos
climats avec la saison ol la durée du jour est la plus longue. Ces zygospores
peuvent germer aprds un temps de latence relativement court (1 mois et demi) des
qu'elles sont réhydratées. Les jeunes individus issus de la germination peuvent

d'ailleurs conjuguer immédiatement s'ils sont suffisamment &clairés.

En outre, STARR (1954 a et b) a été le premier 3 montrer 1'existence
de souches hétérothalliques chez les Desmidiées. Dans les conditions naturelles,
il va de s0i que méme si toutes les conditions favorables & la sexualisation sont
réunies, celle-ci ne pourra avoir lieu que si les souches en présence sont géné-

tiquement compatibles.
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