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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.
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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



34

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



L1

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'.



52

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.









































































































































































































































































































































































































