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INTRODUCTION

Les Grégarines constituent un groupe de Sporozoaires connus depuis
trés longtemps dans de nombreuses especes d'invertébrés. Chez les Annélides
Polychétes plus précisément, les premiéres découvertes remontent 3 la deuxiéme
- moiti€ du 19idme si&cle (KOLLIKER, 1849, DE SAINT JOSEPH, 1895, CLAPAREDE,
1861, LANKESTER, 1863, SCHNEIDER, 1875, GIARD, 1884). Quelques années plus
tard, avec le développement des techniques cytologlques en microscopie optique
les travaux de BRASIL (1905a- 1905 b - 1907 ~ 1909) et de CAULLERY et MESNIL
(1900 - 19003 - 1901) font progresser rapldement les connaissances sur les
Grégarines. '

Le traité de GRASSE en 1953 apporte une remarquable mise au p01nt
sur leur systématique et 3 cette epoque le developpement de la microscopie
€lectronique va permettre en particulier 3 VIVIER et SCHREVEL, 3 partig des
années 1964 d'avoir de nombreuses conceptions nouvelles sur la bioclogie de ce
parasite. Les apports de la microscopie électroniqué sont indiscutables quant
4 la connaissance de la phase végétative et du germe infectieux (voir VIVIER
et coll., 1970 - PORCHET-HENNERE et VIVIER, 1971). Par contre, il faut déplo-
rer le peu de travaux ayant trait aux autres phases du cycle, la gamétogenése
(DESPORTES, 1966, 1970 - BESSE, 1975)et surtout la sporogenése (PORCHET-
HENNERE et FISHER, 1973).

Cest en 1955 que HATT signale pour la premiéré fois dans le coelome
de Perinereis cultrifera des stades de Sporozoairés. Ces parasites intracoelo-

miques appartiennent 3 we espéce de Grégarine que VIVIER et coll. (1964) vont
dénommer Diplauxis (1) hatti (2). Ce nom résulte d'une particularité de ce

parasite, 3@ savoir que dans le coelome des hdtes,on trouve toujours les tro-
phozoites accouplés. Les plus petlts stades observables sont deja en syzygie
et toute la croissance végétative s 'effectue sous cette forme. Cet accouple-
ment trés précoce posait donc un double probleme 1nteressant d éclaircir. I1
fallait d'une part déterminer le mécanisme d'1nféstat10n, et d'autre part
savoir 3 quel moment s'éffectue la mise en syzygié. Ces points ont &€té abordés
par 1'étude des infestations naturelles et surtout 2 partir d'infestations
expérimentales.

I) De Diplos= double et Auxein = croitre
2)En hommage a HATT



La difficulté de 1'étude de la phase enkystée est due essentielle-
ment aux problémes rencontrés lors de la fixation et de 1'inclusion, par suite
de 1la présence d'une €paisse paroi kystique. Chez Diplauxis, par contre, la
coque kystique paraissait plus mince et il &€tait d&s lors possible d'envisager
1'étude de la phase de reproduction avec toutes les chances de réussite. Au
cours de ces travaux, plusieurs points se sont révélés particuliérement posi-

tifs.
| Le prémier concerne la division nucléaire qui est mal connue chez
les Grégarines, et seule la division progamique a été étudiée (DESPORTES, 1970
PORCHET-HENNERE et FISHER, 1973 et BESSE, 1975). Nous é&tudierons ici la for-
mation du fuseau de division et la séparation des chromosomes 3 1'anaphase,
1 1a fois pour la division progamique et postgamique.

| Un deuxiéme point original est relatif 3 la structure du gaméte
mile. D&s 1973, nous avions montré que 1'axonéme flagellaire des éléments
sexuels miles de Diplauxis présente une structure trés atypique (3 + 0),
cependant parfaitement fonctionnelle (PRENSIER et coll., 1980j. Si parmi
les flagelles connus chez les Grégarines certains sont bitis sur le schéma
ennéanéme (DESPORTES, 1966, 1970 - MOLON-NOBLOT, 1976, 1977), c'est dans ce
groupe que l'on semble devoir trouver les plus grandes simplifications de la
3§%zucturé flagellaire (axonéme 6 + O chez Lecudina tuzetae (SCHREVEL et
BESSE, 1975), d'old 1'intérét majeur de leur étude.

La Grégarine Diplauxis, en dehors de 1'avantage qu‘élle présente

pour 1l'étude de la gamétogenése et de la fécondation s'est révélée €tre un
matériel de choix pour ce qui concerne les recherches sur la génése des spo-
rozoites. Parmi les Sporozoaires, seuls quelques travaux traitent de cette
phase du cycle et sont relatifs 3 peu d'espéces (Eimeria brumetti et Toxoplas-
ma gondii (FERGUSON et coll., 1978-1979) - Coelotropha durchoni (PORCHET-
HENNERE, 1971) - Diplauxis hatti (PRENSIER, 1970-1971) - Diplauxis schreveli
 (PORCHET-HENNERE et FISHER, 1973) et Aggregata eberthi (HELLER, 1969 - PORCHET
HENNERE et RICHARD, 1971). Mais les données acquises sont toujours trés par-
tielles et incomplétes, d'ol la recherche de la séquence compléte de la genese

des zoites, depuis le tout début de leur individualisation jusqu'au stade de
1'excystation.

L3 n'étaient pas les seuls intéréts de 1'étude de notre matériel.
Diplauxis hatti, en tant que grégarine coélomiqué possédé une physiologie
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toute particuliére. Son développement végétatif est étroitement 1ié a
1'évolution de son hdte Perinereis. Depuis les travaux de DURCHON (1948), on
sait que le cerveau des Nereidae secréte une substance hormonale qui dans le
cas de Perinereis cultrifera est inhibitrice des transformations hétéro-
néréidiennes (DURCHON, 1948 3 1956° , ROILLY-MARER, 1962) et d= la croissance
germinale et éléocytaire (CHOQUET, 1962 - DHAINAUT et PORCHET, 1967 - SICHEL,
1969). De plus 1'hormone cérébrale de P. cultrifera est inhibitrice de la
croissance de son parasite coelomique (DURCHON et VIVIER, 1961-1964). Parmi
les Sporozoaires parasites d'invertébrés, plusiéurs autrés sont connus pour
VIVIER | SCHREVEL o AENNERE 1£863) .
suivre étroitement le rythme vital de leur hote¥ C'est le cas de certaines
Grégarines d'insectes (NOWLIN, 1922 - CORBEL, 1964) ou de Polychétes (CAULLERY
et MESNIL, 1898 - BRASIL, 1905 - CUNNINGHAM, 1907 - HENTSCHEL, 1926-~1930), et
de certaines Coccidies (PORCHET-HENNERE, 1967-1969), toutes &tant ccelomiques

-

Diplauxis, en raison du fait qu'il est possible de provoquer sa croissance par

ablation du prostomium de son héte, ou au contraire de bloquer celle-ci par
implantation coelomique de cerveaux actifs semblait & priori &tre un matériel
de choix pour. ''étude des relations hite-parasite. De fait, étant donné la
complexité du mécanisme d'action de 1'hormone, et surtout la difficulté due

i 1'irrégularité trés importanté des parasitéMiesi ce sujét n'a fait 1'objet
que d'une approche éxpérimentalé relativement restreinte.



MATERIEL ET METHODES

I - MATERIEL

Les Perinereis utilisées lors de nos travaux proviennent en
majeure partie de la Station de Biologie Marine de ROSCOFF, ol nous avons effec
tué plusieurs séjours de récolte et de recherche qui ont beaucoup aidé 3 la
réalisation de ce travail. ‘

- . .Dtautres annélides nous ont été fournies par la Station de
Biologie Marine de Luc-Sur-Mer, et ces deux derniéres années, la plupart des
animaux utilis@s ont été récoltés sur les cbBtes de la Manche, dans les envi-
rons de AULT-ONIVAL.

Signalons ici, que suivant les biotopes, les infestations sont
variables, les Perinereis de ROSCOFF étant les mieux parasitées. Par contre,
les vers provenant de cette Station sont assez gros et se prétent mal 3 des
études expérimentales.

IT - METHODES

1°) Obtention de parasites aux différents stades du cycle

La croissance des Grégarines coelomiques de Perinereis
étant directement sous la dépendance de son hormone cérébrale inhibitrice de
1'épitoquie, il suffit de décérébrer les Annélides pour déclencher le dévelop-
pement des parasites.

Les vers sont anesthésiés au MS 222 (Tricaine méthane
sulfonate) 4 1°/% dans l'eau de mer et 1'ablation du prostomium est pratiquée
selon la m§@hode de DURCHON (1952). Les animaux opérés sont maintenus en bo-
caux 3 une température voisine de 16° C.

Des ponctions coelomiques, réalisées a 1'aide de micropi-
pettes sont montées entre lame et lamelle lutée i la vaseline, et de cette
facon il est aisé de déterminer le stade d'évolution du parasite. Sur des pré-
parations de ce type, dont la pollution bactérienne a été ralentie par adjonc-
tion de quelques U. I. d'antibiotiques, des nrises de vue cinématographiques
des différents stades de développement de Diplauxis, particuliérement de la



gamétogendse et de la danse des gamétes, ont été effectuées

. au laboratoire , >(Le microscope utilisé est un NACHET interférentiel et
les prises de vues réalisées 3 la caméra ARRIFLEX sans objectif sur £ilm
Eastman colour négative II (Film 7247).

2°) Technique expérimentale en vue de 1'étude du rdle de 1'hormone

cérébrale de Perinereis sur le développement de Diplauxis

Les premiers essais ont été réalisés in vitro, sur des tropho-
zoites de différentes tailles, maintenus en survie dans un milieu nutritif
liquide. Plusieurs milieux ont été testés, et les meilleurs résultats ont été
obtenus en boite Falcon, dans un milieu dérivé du milieufde COUSSERANS (1975).

' Des essais d'incorporation de Leucine et d'Uridine tritiées ont
été effectués sur des trophozoites en croissance soustraits & 1'influence
hormonale, et sur des individus placés dans le milieu auquel on a rajouté plu-
sieurs cerveaux actifs de Perinereis.

Les résultats obtenus sont trés peu concluants et avec une dose
de produit radioactif de Zs/u.Ci/ml de milieu, nous n'avons pas obtenu de mar-
quage significatif dans les deux lots.

Le méme type d'expérience a alors été tenté in vivo. Des lots
témoins de Néreis, décérébrées depuis 7 jours, 15 jours et 21 jours regoivent
des doses de produit radioactifs (Leucine et Uridine 3H) équivalent a SQ/L1Ci
par unité de poids de Néreis.

Sur un deuxiéme lot de Vers décérébrés depuis également 7, 15
et 21 jours, il est procédé 3 des réimplantations de cerveaux actifs (équiva-
lent 1 cerveau 1/2 par unité de poids) et aprés 12 jours et 7 jours de blocage:
des doses de Leucine et Uridine tritiées équivalentes a celles du lot témoin
sont injectées{

L3 non plus, les résultats autoradiographiques ne sont pas si-
gnificatifs et le probléme majeur est de retrouver des parasites dans les in-
clusions. '

3°) Etude du mécanisme d'infestation

Le point de départ de cette &tude consiste en 1l'obtention de
larves viables indemnes de toute infestation naturelle .



Dans un premier temps, des fécondations artificielles sont réa-
lis€es en cristallisoirs a partir d'animaux parfaitement épitoques naturellemer
Les oeufs fécondés sont lavés abondamment 3 1l'eau de mer, et d&s 1'éclosion,
les larves qui présentent trois segments sont isolées et placées dans de 1l'eau
de mer propre. Ces larves sont observées réguliérement pour déterminer le mo-
ment approximatif du début de l'alimentation. ‘

Parallélement 3 ces fécondations, des sporokystes murs sont
'récupérés sur des Néréis épitoques. Les kystes sont lavés abondamment, puis
centrifugés dans de 1l'eau de mer contenant quelques U I d'anLibiotiques.

Quand les larves sont susceptibles de s'alimenter, elles sont
placées dans un petit volume d'eau de mer stérile (dans des trous de plaque
d microtitration) et on y additionne une certaine quantité de sporocystes
de Diplauxis.

Les larves sont observées et fixées i différents temps aprés le
début de 1'infestation.

4°) Techniques pour la microscopie électronique

De nombreux essais de fixation ont été effectués en vue d'obteni
les meilleurs résultats concernant la gamétogenése et la sporogenése.

Les fixations selon KARNOVSKY (1965) et TERZAKIS (1968) n'ont
donné que des résultats médiocres, et les meilleures images ont &té obtenues
par la technique classique de double fixation au glutaraldéhyde a 6,25 % en
tampon phosphate 0,1 ou 0,15 M, suivie d'un passage dans 1'acide osmique 3
1 % dans le liquide de lavage. Le lavage intermédiaire s'effectue au tampon
phosphate avec ou sans sucrose, sans différences notables.

L'inclusion est pratiquée soit i l'araldite, soit & 1'épon
g 1

2

épikote, en prolongeant .fortement les temps d'imprégnation dans le mélange
Résine,%- oxyde de propvléne et dans la résine finale (au-deld de 24 H a
T® du laboratoire pour les stades gamétokystes et sporokystes).

Les coupes sont effectuées au PORTER BLUM ou au REICHERT OMUZ
et toujours recueillies sur grilles (méche 100) recouvertes au préalable d'une
membrane de parlodion 3 0,8 %.

Les coupes sont contrastées d l'acétate d'uranyle a 1 % en solu-
tion alcoolique 50° pendant 5 mn puis au citrate de Plomb selon  REYNOLDS

(1963) pendant 1 3 3 mn.



La mise en évidence des polysaccharides est faite selon la
technique 3 la thiocarbohydrazide - Protéinate d'argent selon SELIGMAN modi-
fiée par THIERY (1967) sur coupes flottantes. La réaction au Lanthane est
celle utilisée par BANNISTER (1972).

Pour 1'étude des coupes sériées, des rubans de 30 3 50 coupes
sont déposées sur grilles 3 trou ovale unique recouvertes d'une membrane de
parlodion i 0,8 % et carbonées avant examen. Les reconstitutions tridimension-
nelles sont pratiquées sur plaque de verre.

Les observations ultrastructurales ont été faites aux micros-
copes HITACHI H S 7 S et HUI1E. |

La technique d'autoradiographie est classique sur lames parlo-
dionnées et carbonées.



RAPPELS SUR LE CYCLE IN VIVO

1°) Evolution naturelle

La Grégarine Diplauxis hatti est un parasite coelomique extra-
cellulaire de Perinereis de tous &ges. |

Quel que soit le stade du déveléppement, les trophozoites sont
toujours en syzygie. Les plus petits couples sont observés sur des Perinereis
d'un an, et ont une taille voisine de 15 smde longueur sur 3 & 4 umde diamé-
tre (Fig&a.ao).Ces syzygies sont douées de mouvements pendulaires énergiques
et ont un épicyte présentant quelques microvillosités.

‘ Les hotes plus 4gés, de deux & trois ans présentent dans leur
coelome des couples de 1'ordre de 100 wmde long sur 20 wmde diamétre, dont
les mouvements pendulaires sont ralentis (Fig. b). L'épicyte présente alors
de trés nombreuses microvillosités. '

Dans la nature, la croissance végétative des parasites s'effec-
tue en majeure partie pendant les 2 3 3 derniers mois de la vie de 1'hdte,
en méme temps que celui-ci subit sa transformation hétéronéréidienne. La gamé-
togendse et la sporogenése ont lieu vers la fin du cycle biologique des Amné-
lides et les sporokystes mirs sont expulsé€s en méme temps que les produits
génitaux des hdtes lors de leur danse de fécondation.

2°) Evolution expérimentale

La croissance, la gamétogendse et la sporogenése de Diplauxis
peuvent &tre obtenues expérimentalement par décérébration d'hGtes de tous
idges, dans un délai de 1 mois et demi a une température de 16° C. A des tem-
pératures inférieures (vers 14° C) les parasites évoluent trés lentement, mal-
gré la suppression de 1'hormone cérébrale inhibitrice de 1'é€pitoquie. Les
transformations hétéronéréidiennes de 1'hSte semblent moins sensibles a la
température que le développement de son parasite coelomique.

La croissance végétative de Diplauxis se subdivise en deux
étapes bien distinctes, basées sur le mouvement des trophozoites. Depuis les
plus petites tailles jusqu'a une longueur de syzygie de 250 Aim et
4Q/Uﬁae diamétre, les couples sont doués de mouvements pendulaires d'abord
trés rapides puis qui se ralentissent progressivement (Figs.a.ao.b) .



Un stade intermédiaire se caractérise par 1'apparition d'un
deuxiéme type de mouvements qui se surimposent aux balancements pendulaires
fortement ralentis et plus saccadés. Des ondes de constrictions localisées
. et bréves annoncent 1l'apparition des mouvements péristaltiques typiques
(Fig. c).

Les ondes de péristaltisme intéressent trés rapidement toute
la longueur des trophozoites, alors que les battements pendulaires disparais-
sent (Fig. c). Par 1l'observation- cinématographique, il apparait que les ondes
de péristaltisme provoquent une diminution de-diamétre de prés de80 % et in-
téressent environ 1/6 de la longueur des couples. Ces ondes, parfois trés
rapides entrainent un brassage énergique du cytoplasme, et provoquent un mou-
vement incessant des noyaux qui migrent constamment d'une extrémité 3 1'autre
de chacun des individus de la syzygie.

' La croissance se poursuit rapidement au cours de la phase 3
mouvements péristaltiques et bientdt les deux gros noyaux végétatifs vont
disparaitre (Fig. d). Ceci annonce le début des divisions progamiques qui se
poursuivent pendant environ 72 H en méme temps que s'effectue 1'enkystement.
Dés 1'entrée en gamétogenése, les mouvements péristaltiques se ralentissent
et la paroi kystique apparait peu a peu (Fig. e. f.). Cette paroi consiste en
une couche translucide mince d'environ Z/umd'épaisseur, qui englobe le cyto-
plasme. Les mouvements du contenu des gamontes persistent encore quelque temps
4 1'intérieur de 1'enveloppe kystique puils s'interrompent.

Le cytoplasme subit alors un découpage en grosses masses, qui
se subdivisent elles-mémes, 3 leur périphérie en amas plus petits donnant au
contenu cytoplasmique un aspect de mires accolées les unes aux autres (Figgh.
i.j.xN). '

Ceci correspond au.stade du perlage qui améne a la formation
des gamétes miles et femelles. Tout le cytoplasme des gamontes participe a
1'élaboration des gamétes et il n'existe pas de reliquat cytoplasmique comme
c'est le cas chez de nombreuses espéces de Grégarines.

Les gamétes miles et femelles sont sphériques et d'une taille
trés voisine, de l'ordre de 3 3 4 umde diametre (Fig. 1). Par étude cinémato-
graphique, il a &té possible de suivre le perlage et la danse des gamétes.

Quand les éléments sexuels sont complétement individualisés,
les gamontes miles et femelles apparaissent absolument identiques et la limite
les séparant a disparu. A l'extrémité du gamonte mile opposé€e au gamonte
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femelle, quelques gamétes midles flagellés se mettent en mouvement. Environ

15 m plus tard, tous les éléments mdles sont mobiles, et certains commencent
3 s'insinuer sur le pourtour du gamonte femelle. Une demi-heure aprés la mise
en mouvement des premiers gamétes midles, ces derniers ont envahi tout le gamé-
tokyste et l'on assiste alors i la danse typique des gameétes (Fig. 1). Le
brassage du contenu du kyste est alors trés énergique et progressivement les
éléments sexuels miles et femelles fusiomment pour former des zygotes (Fig.m).

L'analyse cinématographique du mouvement des gamétes miles est
facilitée par leur observation aprés libération dans 1'eau de mer, par suite
de 1'éclatement artificiel du gamétokyste. Les éléments miles sont doués de
rapides mouvements de rotation sur eux-mémes, accompagnés de légers mouvements
de balancement. Les dépiacements de translation sont trés peu importants,
mais la densité des €léments sexuels dans le gamétokyste facilite les rencon-
tres entre gamétes miles et femelles.

La fécondation débute par un accolement localisé entre deux
gamétes de sexe opposé (Fig. 1), le mile entrainant péndant un certain temps
1'é1ément femelle dans son mouvement de rotation. Aprés fusion des cytoplasmes.
les zygotes formés, légérement piriformes et d'une taille de 5 & 6 _um :conti-
muent la danse pendant encore quelque temns par suite de la persistance du
flagelle. Progressivement, quand toutes les fécondations sont achevées, les
mouvements se ralentissent puis s'interrompent. On peut considérer que la
fécondation dure entre 2 H 30 et 3 H.

On passe ensuite 3 la phase de la sporogenése qui est assez
longue (environ 96 H) et qui aménera la formation de sporocystes ovoides
(Fig. o) , associés en trés longs chapelets (Figinp) et contenant chacun huit
sporozoites.

-~

Les figures u a z montrent'les principaux stades du cycle en microscopie 3 balayage

3°) Mécanisme d'infestation

En ce qui concerne le mécanisme d'infestation des hdtes, il
a d'abord été établi dans les conditions naturelles avant de passer 3 la phase
expérimentale en vue de 1'étude en microscopie &lectronique.

Au cours de la fécondation des Périnereis, leurs produits géni-
taux, miles et femelles, sont rejetés dans 1'eau de mer, et en méme temps les
formes de résistance de son parasite coelomique. Les sporokystes s'ouvrent au
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passage de la zone pygidiale et libérent ainsi un grand nombre de chapelets
de sporocystes.

Les ovocytes de Néreis, lorsqu'ils sont fécondés rejettent
leurs mucopolysaccharides cytoplasmiques quiformentune gangue muqueuse épaisse
et trés collante. Une partie des sporocystes en suspension vont rester collés
d cette gangue comme l'a montré 1'observation microscopique. A 1'éclosion,
les larves qui sortent 3 trois segments restent un certain temps parmi les
gangues des oeufs, et il semble que celles-ci constituent leur premiére ali-
mentation, et donc automatiquement elles ingé€rent des sporocystes, point de
départ d'un nouveau cycle.

Des infestations expérimentales par de-grosses quantités de
sporocystes ont permis 1'étude du déroulement de 1'infestation. Environ
15 jours apreés éclo;ion, les larves de Perinereis qui présentent alors 4 a
5 segments ing@rent facilement nombre de sporocystes (Fig. @.s)) qui s'ouvrent
trés rapidement dans 1l'intestin et libérent quantité de sporozoites (Fig. t).

Environ trois semaines aprés 1'éclosion, il a été possible
d'observer de toutes petites syzygies dans le sinus sanguin periintestinal(Fig.
et peu de temps aprés des couples coelomiques. Les infestations expérimentales
ont grandement facilité 1'étude de la cinétique d'infestation en microscopie
électronique, mais il a fallu au préalable déterminer le temps approximatif de
1'excystation.

Nous avons donc été amenés 3 réaliser des excystations in vitro.
Les produits utilisés pour l'excystation des spores de coccidies s'€tant révéle
inefficaces sur notre matériel, nous avons testé 1l'action du broyat d'intestin
de jeunes Perinereis d'un an. Aprés centrifugation du broyat en pipette capil-
laire, le surnageant est mis en contact avec des sporocystes mirs entre lame
et lamelle lutée 3 la vaseline. L'observation au microscope intérférentiel
montre que le début du mouvement des sporozoites dans les spores se situe apre
S heures d'action du broyat. Puis trés rapidement, les spores qui se sont
dissociées s'ouvrent et laissent échapper leurs sporozoites. L'excystation durc
environ 1 H in vitro (Fig.r) . Nous avions ainsi un temps de base pour 1'étude
de 1l'excystation in vivo. L3 aussi, c'est environ 6 H aprés ingestion des spo-
rocystes que commence la libération des sporozoites (Fig. t).

La suite du processus d'infestation ne peut &tre suivi qu'en
microscopie électronique.



SCHEMA RECAPITULATIF DE LA DERNIERE DIVISION METAGAMIQUE.

L'on retrouve exactement le méme processus que pour la division
progamique, mais ici, l'extension du fuseau est limitée par la paroi rigide
du sporoblaste. (P. S)

1 et 2 - Début de prophase avec formation des deux Hémifuseaux et d'un
fuseau extranucléaire reliant les deux centres cinétiques (c:c1 - ccz)

3 - Rupture de 1'enveloppe nucléaire sous la poussée des deux
hémifuseaux (Fléches).

4 - Mise en plaque métaphasique.
5 - Anaphase A.

6 - Anaphase B.






SCHEMA RECAPITULATIF DU DEROULEMENT DE LA DIVISION PROGRAMIQUE

Pour plus de clarté dans le dessin nous avons choisi de repré-
senter 1'une des derniéres divisions.

Les centres cinétiques (c.c) sont toujours en relation avec des
saccules dérivés du réticulum endoplasmique (r.e) et dans ce cas, ceux-ci
sont doublés extérieurement par une membrane qui correspond i la limite de
vacuoles qui se creusent dans le cytoplasme. (m.v)

1 - Début de la prophase ol 1'on assiste au dédoublement d'un
centre cinétique issu de la division précédente. (cc1 - ccz) Des micro-
tubules rayonnent & partir des centres cinétiques.

2 - Les centres cinétiques sont en cours de séparation. Deux
hémifuseaux se dirigent vers le noyau et des microtubules relient les
deux centres (Fu. ext. N= fuseau extranucléaire).

3 - Prophase plus avancée oll les deux hémifuseaux provoquent
deut invaginations obliques (I1 - Iz) .de 1'enveloppe nucléaire.

4 - Aprés rupture de 1l'enveloppe nucléaire les chromosomes se
mettent en plaque métaphasique, et le fuseau est constitué d'un groupe
de microtubules continus (mt:<c) qui relient les deux plles, et de plusiew
faisceaux de microtubules cinétochoriens (mt. kt) qui relient les ciné-
tochores (kt) des chromosomes aux pdles.

5~ L'anaphasé A se caractérise par un raccorcissement tr¥s net
des microtubules cinétochoriens (mt. kt) alors que la longueur des micro-
tubules continus: (mt. c) ne changé pratiquement pas.

6 - L’anaphasé B montre un allongement important du fuseau contir
(mt. c), les deux futur s noyaux fils restant reliés mar un manchon membra-
naire (m. mb). Les microtubules cinétochoriens (mt. kt) sont alors trés
courts.






ETUDE  ULTPASTRUCTUPALE

- Si les études de cytologie ultrastructurale portant sur les Grégarines
sont nombreuses en ce qui concerne la phase végétative , assez peu de données
précises et complétes sont relatives aux autres phases du cycle , telles la
gamétogenése et la sporogenése ( Cf. INTRODUCTION ). De méme , un mécanisme
fondamental comme la mitose est encore mal connu dans ce groupe. Etant donné
qu'avec Diplauxis nous nous trouvions en présence d'un matériel relativement
favorable,1'étude approfondie de ces points a été entreprise et fera l'objet
dans ce mémoire des quatre premiers chapitres.

CHAPITRE 1 : LA DIVISION NUCLEAIRE

Ce processus biolo-
gique universel, quoique tr@s étudié dans un grand nombre de groupes, présente
encore nombre de points obscurs, en particulier chez les Sporozoaires.

Par une étude approfondie des différentes phases de la division, et
par l'utilisation de la technique de reconstitution tridimenSionnelle a partir
de coupes sérides de Métaphases et Anaphases, il nous est possible de décrire
le processus complet de la mitose progamique et métagamique chez Diplauxis.

De plus, les résultats acquis permettent de confirmer certaines hypothéses
relatives au mécanisme de séparation des chromosomes a 1'anaphase.

Le chapitre sur la division sera traité de telle maniére que l'on
ne dissocie pas la mitose progamique de la métagamique, et les illustrations
équivalentes de 1'une et de 1l'autre seront placées en paralléle sur les plan-
ches.
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Les trophozoites de Diplauxis, en syzygie dés le début de leur déve-
loppement présentent 3 la fin de leur croissance végétative un gros noyau con-
tenant en général deux tré€s gros nucléoles sphériques.

La gamétogenése débute par la division de ce noyau qui n'a jamais
été observée en microscopie €lectronique. Trés vite les noyaux issus des pre-
~ miéres divisions vont acquérir un diamétre variable, de 1'ordre de 5 a 10 _smn.
Cette taille décroit au fur et d mesure des divisions qui progressivement se
synchronisent,et elle devient homogéne lors des derniéres mitoses progamiques.
Les noyaux ont alors une taille d'environ 1,5 4m.C'est sur des noyaux de ce
type que nous avons observé les différentes phases de la caryocinése progamique

La sporogenese quant 3 elle débute aussitdt aprés la fécondation.

Les zygotes s'entourent rapidement d'une paroi complexe constituée de plusieurs
couches. Dans les sporoblastes, les noyaux de fécondation vont subir trois
divisions successives. C'est vraisemblablement i la premi&re d'entre elles que
s'effectue la réduction chromatique dont nous n'avons obtenu que de rares ima-
ges non présentées dans ce chapitre.

Les phases de la caryocinése métagamique ainsi que 1l'étude en coupes
sériées n'intéressent que les 2iémes et 3iémes mitoses.

RESULTATS

1°) Apparition des centres cinétiques et formation du fuseau de

division

Dans le gamonte plurinucléé, le réticulum endoplasmique est trés
abondant et va participer i 1'individualisation des gamétes. Sur des stades
précoces de la gamétogenése, le nombre de noyaux est encore faible mais on
remarque que chacun d'entre-eux présente, parallélement d son enveloppe nucléai
re une lame de réticulum endoplasmique qui double en partie celle-ci (Fig. 14).

Sur des stades plus avancés, ol le découpage cytoplasmique qui
préfigure 1'individualisation des gamétes a déj3 commencé, cette couche bimem-
branaire (noter que les deux membranes sont toujours étroitement accolées)
apparait plus nettement, et de plus, elle est doublée par une simple membrane
située 3 20 nm environ (Fig. 15-16-17-18). Cette derniére correspond en fait
d la limite de larges vacuoles qui apparaissent dans le gamonte (voir chapitre
IT). Sur le pourtour de ces vacuoles sont disposés les noyaux qui se trouvent
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ainsi en partie doublés par un complexe trimembranaire (membrane limitante de
la vacuole + complexe bimembranaire sous-jacent ayant pour origine le reticulur
endoplasmique) .

Au niveau de la lame bimembranaire sont situés les ''centres
cinétiques'" qui vont polariser la division. Le ''centre cinétique' (Figs. 1.
14.15.16) est constitué par une accumulation de matériel finement granulaire,
relativement dense aux électrons et qui se trouve toujours disposé de la méme
facon. Il est situé entre l'enveloppe nucléaire, 1égérement déprimée a cet
endroit, et une interruption circulaire de la cisterne ergastoplasmique
(démontré par 1'étude en coupes sériées) qui constitue donc une sorte de large
pore d'environ 0,1 _atm de diamétre.

' Dans le cas de la division métagamique, sont présentes des
structures tout a fait analogues (Fig. 2.3.4 et 11.12). Quand le centre cCiné-
tique initial s'est déji dédoublé, on retrouve 3 deux pdles du noyau des accu-
mulations en cupule de matériel finement granulaire, ol sont dé€ja présents de
courts microtubules. On remarque nettement le '‘pore' dans une lame de réticulur
endoplasmique paralléle i la membrane plasmique du sporoblaste 3 environ 20 mm
de celle-ci. Ces structures sont présentes dés la premidre division métagamique
et augmentent leur extension lors des deux divisions suivantes.

Dans les centres cinétiques, il n'a jamais &té possible de
déceler un organite structuré apparenté 3 un centriole, méme modifié,comme cele
a pu étre observé chez d'autres Grégarines (DESPORTES, 1970, BESSE, 1975,
MOLON-NOBLOT, 1976) . Certaines images (Fig. 12) laissent supposer que les
deux centres cinétiques polarisant la division sont issus d'un seul centre qui
se dédouble et qui subsiste de la caryocinése précédente.

C'est 3 partir du matériel constituant les centres cinétiques
que s'individualisent les microtubules fusoriaux. Par 1'é€tude en coupes sériée:
il a &té possible de suivre la gendse du fuseau de division. A partir des cen-
tres cinétiques déja bien séparés apparaissent de courts microtubules sans
orientation particuliére (Fig. 2.3.4). Puis, parmi ceux-ci, a chacun des pdles
certains microtubules vont prendre des directions préférentielles. On peut
alors constater que des microtubules sont orientés d'un centre cinétique 3
l'autre (Fig. 5 3 10, 11-13 et 15-16) et que d'autres forment deux faisceaux
en direction du noyau. Ces groupes issus des centres cinétiques repoussent
devant eux 1l'enveloppe nucléaire qui de ce fait s'invagine en doigt de gant,
parfois trés profondément (Fig. 5 3 7 pour la division métagamique et Fig. 15.
16.17.18 pour la division progamique).
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A ce stade sont donc présents deux faisceaux obliques de micro-
tubules, formant entre eux un angle variable, et qui se trouvent engagés dans
deux dépressions du noyau. Ceci apparait trés bien sur la Fig. 18 qui montre
un plan de coupe longitudinal de 1l'une des invaginations (11) et transversal
de 1l'autre (Iz).

Ainsi, 1'initiation de la mitose grégarinienne a pour origine
un centre cinétique (nmon structuré chez Diplauxis) qui en se dédoublant, d'une
part forme deux faisceaux obliques de microtubules qui s'engagent dans le noya
sans rupture de l'enveloppe nucléaire, et d'autre part est i l'origine de mi-
crotubules reliant les centres cinétiques et favorisant vraisemblablement leur
éloignement. On pourrait dans ce cas parler d'un "fuseau initial' continu
voisin de celui décrit chez Eimeria necatrix par DUBREMETZ (1973).

L'angle formé entre les deux hémifuseaux s'ouvre de plus en plu

provoquant au niveau nucléaire une répartition périphérique de la chromatine
(Figs. 13-16). Puis 1'enveloppe nucléaire se rompt 3 chaque invagination, met-
tant en contact direct les microtubules et le nucléoplasme (Fig. 13). C'est
ainsi que se met progressivement en place le fuseau de division.

2°) La métaphase

Le passage en métaphase typique doit étre trés rapide, et de ce
fait les images observées montrent presque toujours des débuts d'anaphase. Il
semble cependant possible, par 1'étude des coupes sérifes de supposer ce qui
se passe antérieurement. Dans le cas de la mitose classique (orthomitose), c'e
avant la mise en plaque métaphasique que les chromosomes se mettent en relatio
avec les pdles du fuseau par 1'intermédiaire des microtubules cinétochoriens.
Les cinétochores, qui pourraient chez Diplauxis déja &tre différenciés en fin
de prophase (Fig. 25), sont reliés aux centres cinétiques par des microtubules
cinétochoriens dont la formation n'a pu étre suivie mais qui apparaissent net-
tement indépendants du reste du fuseau achromatique. Ce dernier est constitué
par un groupe de trente 3 quarante microtubules classiques, d'un diamétre de
20 nm et parfaitement continus d'un péle 3 l'autre du fuseau (Fig. 23 et démon
tré par 1'étude en coupes sériées). Ce dernier passe au centre du matériel chr
mosomique réparti en anneau et accolé extérieurement 3 1'enveloppe nucléaire
(Fig. 22).
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Les cinétochores sont la plupart du temps visibles sur les
mircrographies et apparaissent généralement sous l'aspect d'une masse dense
qui se différencie nettement du reste du chromosome (Figs. 20.24.30.35.36).
Sur d'autres images par contre (Figs. 19.21), il est possible de définir plu-
sieurs couches superposées dans le cinétochore. Ainsi, sur la Fig. 19, il
apparait constitué de trois couches denses séparant deux bandes plus claires.
Chaque couche sombre a une épaisseur d'environ 1 5 nm sur une largeur de S0 nm
et présente une sous-structure vésiculaire (Figs. 19.21.24). De plus, les ban-
des constitutives du cinétochore sont 1légérement incurvées. A la métaphase,
le fuseau de division progamique (Fig. 20) ou métagamique (Fig. 32) est cons-
titué par un nombre relativement restreint de microtubules continus, et de
plusieurs faisceaux divergents de microtubules cinétochoriens reliant les
futurs chromosomes fils aux deux centres cinétiques opposés.

L'_étude de coupes transversales de fuseaux permet dans les
cas favorables d'observer 5 cinétochores, aussi bien dans la division progami-
que (Fig. 26) que dans la division métagamique (Figs. 27.28.29). De méme, la
plupart des coupes transversales d'anaphases montrent la répartition périphé-
rique du matériel chromatique, assez &troitement associ€ a 1'enveloppe nucléai-
re et entourant le fuseau achromatique continu.

3°) La montée anaphasique des chromosomes

La plupart des images d'anaphase (Figs. 21.31.33.34.35.36) mon-
trent un noyau encore nettement fusiforme qui peut faire penser a des stades
de métaphase si 1'on se référe aux divisions classiques. En fait, 1'€loignement
des cinétochores montre que la séparation des chromosomes fils est en cours
(Figs. 21.31.33). Cette séparation est déji bien avancée quand le noyau
commence 3 prendre une forme de navette (Figs. 34.35.36). Dans certains cas,
les chromosomes occupent une position anormale démontrée par la localisation
parfois inversée des cinétochores (Figs. 35.36).

Jusqu'au stade de navette, du point de vue des microtubules,
on assiste 3 un allongement relativement faible des microtubules continus,
alors que le raccourcissement des microtubules cinétochoriens est trés net.

Les cinétochores se trouvent alors d proximité des centres cinétiques opposés.
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A partir de ce moment commence 3 apparaitre un &tranglement

€quatorial du noyau qui prend une forme d'haltére (Figs. 38.39). Les deux
lots de chromosomes fils sont alors nettement séparés. L'étranglement médian
du noyau semble &tre consécutif 3 un allongement important des microtubules
continus. L'extension de ceux-ci peut &tre tré€s importante jusqu'd atteindre
six fois la largeur des noyaux fils dans le cas de la division progamique
(Figs. 42.43). Pour la division sporogonique, l'allongement du fuseau continu
est limité par la paroi rigide du sporoblaste, mais atteint cependant trois

3 quatre fois la largeur des noyaux (Figs. 44.45).

En fin d'anaphase, le matériel chromatique est regroupé dans
1'enveloppe nucléaire toujours présente, les cinétochores sont alors trés
proches des centres cinétiques (Fig. 38.44). Le faisceau de microtubules
continus reste engainé par un complexe bimembranaire souvent discontimu et
provenant de 1'enveloppe nucléaire. Par endroits cependant, le manchon membra-
naire présente un aspect analogue 3 celui du Reticulum endoplasmique (Fig. 40)
avec présence de ribosomes.

I1 est donc possible que la formation du manchon requiert la
participation du réticulum endoplasmique, mais également que ce soit 1'envelopr
nucléaire qui reprenne un aspect de Réticulum. I1 ne semble pas en effet qu'il
y ait une forte augmentation de la surface totale des noyaux, car chaque divi-
sion s'accompagne d'une réduction de taille de ceux-ci.

4°) La télophase et le devenir des centres cinétiques

A la télophase, on assiste 3 la disparition progressive du man-
chon membranaire qui repasse sous la forme ergastoplasmique, et 3 une dépoly-
mérisation des microtubules fusoriaux. Les ouvertures de 1'enveloppe nucléaire
face aux centres cinétiques se referment, et le devenir de ces centres est
variable selon la phase du cycle biologique du parasite.

Dans la plupart des cas, les centres cinétiques se dédoublent
pour amorcer une nouvelle division (Fig. 12). Par contre, dans le gamonte,
aprés la derniére division progamique, les noyaux fils issus de celle-ci vont
participer d 1'élaboration des gamétes. Dans ce cas, le centre cinétique sera
d 1'origine des microtubules du flagelle (Fig. 46 et 48) (voir Chapitre
GAMETOGENESE) .
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Si 1l'on considére la derniére division sporogonique, qui précéde
1'individualisation des sporozoites, le centre cinétique garde une position
identique 3 celle prise lors de la caryocinése (Figs.2.3.4). Dans ce cas, le
rfle du centre cinétique sera toujours la synthése de microtubules qui devien-
dront les microtubules sous-pelliculaires (voir chapitre SPOROGENESE).
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DISCUSSION

La mitose, processus biologique commun 3 tous les groupes animaux
et végétaux présente de nombreuses variations bien que le mécanisme général
soit le méme pour tous puisqu'il aboutit 4 la formation et 4 la séparation
de deux génomes fils absolument identiques a celui de la cellule mere.dont ils
sont issus.

Considérant plus ponctuellement les Protistes, qui se caractérisent
essentiellement par la persistance de 1'enveloppe mucléaire au cours de la
mitose, on retrouve une grande variabilité dans les mécanismes mitotiques,
et il sera intéressant de discuter certains points qui nous semblent impor-
tants : les centres cinétiques et leur r8le dans la formation du fuseau de
division, les cinétochores et les chromosomes, le rSle des microtubules dans
la séparation des chromosomes a 1'anaphase.

1°) Les centres cinétiques et l'initiation du fuseau achromatique

Le''centre cinétique' selon la terminologie de HOLLANDE (1972),
terme actuellement utilisé par de nombreux auteurs (FEBYRE, 1977), peut &tre
considéré d'un point de vue général comme 1l'inducteur de la division nucléaire,
et plus précisément responsable de la genése des microtubules comme cela a été
montré de nombreuses fois dans le cas de mitoses animales polarisées par des
centrioles (MC GILL et BRINKLEY - SNYDER et MC INTOSH - WEISENBER et ROSEN-
FELD (1975), GOULD et BORISY - TELZER et ROSENBAUM (1977), BYERS et coll. -
GOULD et BORISY (1978), PEPPER et BRINKLEY - RAFF - TELZER et ROSENBAUM (1979)
BERGEN et coll. (1980)).

Suivant le groupe auquel on s'adresse, le centre cinétique peut
se présenter de différentes fagons, mais dans tous les cas il est reconnu que
c'est 3 partir de celui-ci, qu'il soit intra ou extranucléaire, pourvu . ou
depourvu de centrioles, qu'est initié le fuseau de division (KUBAI, 1975).

Chez Diplauxis hatti, le centre cinétique est toujours extranu-

cléaire, dépourvu de centrioles et associé 3 des structures membranaires
(PRENSIER, 1972, 1973, 1975). Chez les autres Grégarines dont la division pro-
gamique a &été décrite (DESPORTES, 1970 et BESSE, 1975), le centre cinétique
parait plus structuré, mais ses relations avec un systéme membranaire ne sont
pas précisées bien que sur certaines images on puisse soupgonner leur existenc
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Dans l'espéce é&tudiée ici, on peut supposer que les lames de
réticulum endoplasmique associées aux centres cinétiques jouent un rSle dans
leur éloignement, au moins dans le cas de la division progamique (la cisterne
de réticulum est dans ce cas continue d'un centre 3 l'autre). Ceci est a rap-
procher de ce qui a été décrit dans certaines divisions ou les centres cinéti-
ques sont fixés directement sur 1'enveloppe nucléaire (MC KULLY et ROBINOW
(1971) et FEBVRE.(1977) et leur éloignawaﬁ?%rovoqué par une synthése membra-
naire localisée. .

Dans le cas de la division métagamique, il est plus difficile
de considérer cette hypothése, les centres cinétiques étant toujours liés a
des membranes du réticulum endoplasmique mais qui ne sont pas continues d'un
centre cinétique 3 l'autre. I1 faut donc envisager 1l'intervention d'un autre
mécanisme qui met en jeu les microtubules reliant les deux centres cinétiques,
ceci au moins au début de la mitose. Ces quelques microtubules se retrouvent
chez d'autres espéces et correspondraient au ''fuseau initial' décrit par
DUBREMETZ (1973) et d'autres auteurs (HAMMOND et coll. (1969)- SNIGIREVSKAYA
(1969 a et b) et ROBERTS et coll. (1970)) chez les Coccidies.

Le centre cinétique est sur notre matériel uniquement constitué
par une accumilation de matériel finement granulaire, et 1'on en retrouve des
homologues dans de nombreuses espéces avec toutefois des appellations diffé-
rentes telles que mixoplasme (AIKAWA, 1966, 1971), morphoplasme (HOLLANDE et
VALENTIN, 1967), ou matrices nématopoiétiques selon FAURE-FREMIET, 1970 et que

aﬁgfo-saxons nomment souvent M. T. O. C. (Microtubule organising Centers)
(PICKETT-HEAPS, 1969,1975, SAKAI et SHIGENAGA, 1972, COSS et PICKETT HEAPS,
1973). Actuellement, les auteurs utilisent les termes de ''centre cinétique'
ou "'spindle pole bodies' (S.P.B) (AIST et WILLIAMS, 1972) qui semblent mieux
s'appliquer au rdle dévolu i ces zones particuliéres. Dans tous les cas, la
mitose ne serait pas forcément polarisée par les centrioles et MAZIA (1964),
PICKETT-HEAPS (1969), FULTON (1971) et HOLLANDE (1972) entre autres, supposent
qu'il existe une "entité physicochimique responsable de 1'induction de la
division", qui correspondrait aux différentes structures énoncées précédemn
ment. Le rdle des centrioles pourrait n'étre que secondaire et chez Diplauxis
ne jouerait méme pas le réle d'inducteur des formations flagellaires comme le
soutiennent certains auteurs (PICKETT-HEAPS, 1969,1971 - LUYX, 1970 et FUGE,
1974).
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I1 est remarquable cependant de constater sur notre matériel
que le centre cinétique, en fonction du stade évolutif du parasite peut par-
ticiper 4 la synthése de microtubules ayant des rGles totalement différents
(microtubules mitotiques, flagellaires ou sous-pelliculaires) ce qui apporte
des données complémentaires quant 3 1'homogénéité de structure des microtubu-
les.

2°) Les cinétochores et les chromosomes

En raison des nombreuses difficultés rencontrées lors de la pré-
paration du matériel, les auteurs qui ont &tudié la mitosegrégarinienneappor-
tent assez peu de renseignements précis sur la structure du cinétochore. DES-
PORTES (1970) y décrit une alternance de strates sombres et claires, et BESSE
(1975), parle d'une structure pentalaminée assez mal définie. Les meilleures
images chez Diplauxis, montrent une structure bien différenciée du cinétochore
(Fig. 19.21.24.34). Celui-ci apparait constitué de deux strates sombres cour-
bes 3 sous-structure vésiculaire et rattaché au chromosome par une zone effi-
lée de celui-ci.

A la 1iaison cinétochore-chromosome existe une bande un peu
plus dense qui peut faire penser 3 1l'existence d'une troisiéme strate, et qui
donne 3 1'ensemble du cinétochore un aspect pentalaminé.

Malgré tout, la structure du cinétochore semble assez homogéne
chez les Grégarines malgré le peu de données précises, et ne différe pas nota-
blement de la structure trilaminée classiquement=: décrite (JOKELAINEN, 1967 -
ROOS, 1973 et voir ALOV et LYUBSKII, 1977). De méme DUBREMETZ (1973) montre
chez la Coccidie Eimeria necatrix des cinétochores trilaminés d'une taille de

70 nm x 30 nm (90 nm x 30 nm chez'Diglauxis) nettement inférieure cependant i
celle trouvée chez la plupart des animaux et végétaux (voir ALOV et LYUBSKII,
1977).

Les cinétochores sont reliés aux pbles du fuseau par les micro-
tubules cinétochoriens (Fig. 24) et la reconstitution de figures de métaphase
et anaphase 3 partir de coupes sériées permet d'apprécier leur nombre 3 un peu
moins d'une dizaine par cinétochore (6 i 8). Ils forment un faisceau légére-
ment divergent, et parfois les microtubules paraissent pénétrer dans le ciné-
tochore. Parfois aussi, certains microtubules ne se fixent pas directement sur

le cinétochore et pénétrent dans la chromatine sous-jacente.
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Le r6le des cinétochores, auparavant assez mal défini (voir
ALOV et LYUBSKII, 1977) se précise de plus en plus avec les travaux de MC GILL
et BRINKLEY, 1975, TELZER et coll., 1975, 1977, GOULD et BORISY, 1978, et tout
dernig&rement la trés belle démonstration de PEPPER et BRINKLEY, 1979, qui ont
montré le rdle effectif du cinétochore dans la synthése de microtubules. On
peut don¢ considérer actuellement, comme cela avait d'ailleurs été largement
supposé auparavant (ROTH et DANIELS, 1962, ALOV et LYUBSKII, 1977) que le ciné-
tochore est bien le lieu de synthé&se des microtubules cinétochoriens.

Si 1'on considére ce qui se passe dans les divisions ouvertes
avec persistance de 1l'enveloppe nucléaire, il est logique de penser que
1'initiation de la synth&se des microtubules cinétochoriens s'effectue au mo-
ment de la rupture de 1'enveloppe nucléaire, provoquée par la poussée des mi-
crotubules issus des centres cinétiques. Les cinétochores sont vraisemblable-
ment déja présents 3 la prophase (Fig. 25) constatation faite €galement par
d'autres auteurs (BRINKLEY et STUBBELFIELD (1970) BAJER (1973) et ROOS (1973))
et 1'initiation de la synthé&se des microtubules cinétochoriens nécessiterait
donc un contact direct entre les éléments constitutifs des microtubules et les
cinétochores (voir PEPPER et BRINKLEY, 1979).

Cette explication est valable dans le cas ol il se produit une
disparition de l'enveloppe nucléaire ou formation d'ouvertures du type ''polar
fenestrae' (JOHNSON et PORTER, 1968), mais dans le cas des fuseaux intranucléa:
res, il est moins aisé d'imaginer un contact direct, bien qu'en fin de prophas¢
on assiste souvent i une variation de l'abondance et de la répartition des
pores nucléaires (TUCKER, 1967, JOHNSON et PORTER, 1968 et FEBVRE, 1977).

~ En ce qui concerne les chromosomes, ils gardent toujours un
contact intime avec 1'enveloppe nucléaire qui semble parfois les mouler étroi-
tement (Fig. 30). D&s l'apparition des invaginations provoquées par les pous-
sées microtubulaires, la chromatine prend une disposition annulaire, qu'elle
garde pratiquement jusque la fin de l'anaphase. Le développement du fuseau,
1ié 3 la persistance de 1l'enveloppe nucléaire faciliterait en particulier la
formation de la plaque métaphasique. De méme KRISHAN et BUCK (1965) ont insis-
té sur le rble joué par les microtubules dans les déformations de 1'enveloppe
nucléaire, et BAJER et MOLE BAJER (1969) ont mis en évidence les rapports
étroits qui s'établissent entre les fibres fusoriales et la limite du noyau
ala prophase:
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La relation chromosome-enveloppe nucléaire atteint son maximum
chez une autre Grégarine (DESPORTES, 1970) et dans ce cas chaque chromosome
est 1imité par des fragments de l'enveloppe du noyau. Ce phénoméne existe &
un degré moindre dans d'autres groupes (MURRAY et coll., 1965, HARRIS, 1965
et BAJER et MOLE-BAJER, 1969).

3°) Le ro6le des microtubules dans la séparation des génomes

Considérant les données énoncées précédemment et compte tenu
du nombre relativement important d'informations récentes concernant la mécani-
que mitotique (voir NIKLAS, 1975, MC GILL et BRINKLEY, 1975, TELZER et coll.
1975, 1977, GOULD et BORISY, 1977, PEPER et BRINKLEY, 1979 et BEGG et ELLIS,
1979 a et b entre autreS) il nous est possible d'apporter des €léments complé-
mentaires dans 1'interprétation du mécanisme de la mitose chez Diplauxis. Bien
que considérant uniquement 1'aspect morphologique, 1'étude en coupes sériées
(réalisée par d'autres auteurs (OAKLEY et HEATH, 1978 et MC DONALD et coll.,
1979) permet d'étayer certaines théories. De plus, 1'intérét de cette étude
réside en grande partie dans le fait que la division chez les Sporozoaires
est encore trés mal connue. I1 faut signaler cependant que HOLLANDE dés 1972
avait eu le mérite de clarifier énormément les différents mécanismes de la
division chez les Protozoaires en les regroupant en un seul grand type, la
cryptomitose (persistance de 1'enveloppe nucléaire) par opposition & 1'orthomi-
tose. C'est HOLLANDE également qui 1l'un des premiers a préféré le terme de
"centre cinétique', 3 ceux de centrosome, centrioles, diplosomes, car ces
structures n'existent pas toujours.

" Suivant la nouvelle nomenclature de HOLLANDE, la division chez
Diplauxis est de type orthomitotique, avec formation d'une plaque métaphasique
et persistance de 1'enveloppe nucléaire et correspond donc @ une cryptorthomi-

tose, bien que la division débute comme une cryptomitose 3 hémifuseaux.

Si 1'on se refére maintenant aux différentes phases de la mitosc
étudiée ici, deux éléments essentiels en ressortent ;

1°) I1 existe un fuseau de fibres continues d'un pdle 3 l'autre
visible sur certaines images, et démontré parfaitement par la reconstitution

-~

tridimensionnelle 3 partir de coupes sériées. Ces microtubules sont souvent

-

arqués et leur nombre varie de 20 3 40 environ suivant la mitose considé-
rée. Leur longueur est tr&s variable entre la métaphase et la fin d'anaphase
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(ils passent de 1 Am 3 6 &4 7 AmM3 la mitose progamique et de 1_uma 3 3
Q/umé la mitose métagamique.

2°) On peut mettre en évidence un certain nombre de faisceaux
de microtubules cinétochoriens, légérement divergents et constitués d'une
petite dizaine de microtubules. Chacun de ces groupes est nettement séparé du
fuseau continu 3 la métaphase et, au début de 1'anaphase) une zore d'intricatior
est visible au niveau des pdles.

Au cours de 1l'anaphase, les microtubules cinétochoriens
qui se raccourcissent s'intégrent peu i peu au faisceau continu.

Actuellement, trois grands courants tentent d'expliquer
le mécanisme de séparation des chromosomes 3 1'anaphase, le“sliding-filament
model” (NICKLAS, 1971, MC INTOSH et coll., 1969, 1975) le 'zipper mechanism'
(BAJER, 1973) et le systéme faisant intervenir des forces produites par la
polymérisation-dépolymérisation des microtubules. C'est OSTERGREN (1949) qui
fut le premier i suggérer que la fibre chromosomique "is in a dynamic equili-
brum with the rest of the spindle". L'idée fut reprise plus tard et expérimen-
tée par de nombreux auteurs (voir DIETZ, 1969,1972, STEPHENS, 1972, FUSELER,
1975, SALMON, 1975°CINOUE, 1976).

Chez Diplauxis, la disposition relative des microtubules
cinétochoriens et non cinétochoriens et leur variation de longueur au cours de
1'ascension polaire des chromosomes confirment cette hypothése. La séparation
des chromosomes fils 3 l'anaphase semble en effet résulter d'un net raccourcis-
sement des fibres cinétochoriennes, qui précéde 1'allongement des fibres conti-
nues. Ceci est 3 rapprocher des observations de INOUE et RITTER, 1975 qui sub-
divisent l'anaphase, en anaphase A (raccourcissement des fibres chromosomiques.
et anaphase B (allongement du fuseau continu).

I1 ne semble pas exister dans le fuseau de zone médiane o
les microtubules se chevauchent, ce qui pourrait faire penser 3 1'intervention
- d'un mécanisme de glissement par formation de ponts entre microtubules (MC
DONALD et coll., 1977 et OAKLEY et HEATH, 1978). Le faible nombre de microtu-
bules fusoriaux et leur longueur peu importante du fait de la taille réduite
des noy%un?euvenEmu €tre la cause.

Cependant, la seule variation de longueur des deux types
de microtubules, par dépolymérisation-polymérisation ne peut 3 notre sens ex-
pliquer de facon valable 1'ascension polaire des chromosomes. Il nous semble
logique de supposer'une relation entre le fuseau continu et les différents
faisceaux de microtubules cinétochoriens, suivant le mécanisme proposé par
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BAJER (1973). Ce modele peut en effet s'appliquer a la mitose de Diplauxis

car on remarque qu' au fur et 2 mesure du raccourcissement des microtubules
cinétochoriens, ceux-ci s'intégrent progressivement au fuseau continu, et il
existe toujours une zone proche des pdles ol les deux types de microtubules
sont imbriqués les uns dans les autres. Toutefois, l'observation de liaisons
directes entre microtubules cinétochoriens et non cinétochoriens, qui pour-
raient assurer une force de cohésion aux pdles du fuseau, n'a jamais été faite
de facon démonstrative sur notre matériel.
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CHAPTTRE 11

LA GAMETOGENESE

1 - LES PHENOMENES QUI ACCOMPAGNENT LE DECOUPAGE CYTOPLASMIQUE

La gamétogenése chez les Grégarines s'accompagne de profondes modifi-
cations ultrastructurales qui intéressent plusieurs zones de la syzygie. L'un
des premiers aspects consiste en la formation d'une paroi complexe qui s'élabor
au fur et 3 mesure du déroulement de la gamétogenése, et qui acquiert sa struc-
ture définitive 3 la sporogenése.

Un autre point qui mérite l'attention est le découpage particulier
du cytoplasme lors de la formation des gamétes, oll interviemnent de profonds
remaniements membranaires.

Le troisiéme aspect intéresse les noyaux et surtout les centres ciné-
tiques dont la structure et le rSle dans la division progamique ont &té décrits
et discutés dans le chapitre précédent.

1°) Formation et évolution de la paroi kystique

Comme tous les Sporozoaires (VIVIER et coll., 1970), la Gréga-
rine Diplauxis hatti au stade végétatif est limitée par une paroi complexe

constituée de trois membranes superpos€es. Le complexe membranaire des tropho-
zoites présente de trés nombreuses évaginations en doigt de gant, du type micrc
villosités (VIVIER et PETITPREZ, 1968 et VIVIER, PETITPREZ et PRENSIER, 1969).
Le cytoplasme contient, en dehors des inclusions classiques des Sporozoaires
(globules lipidiques et grains d'amylopectine) un type de sécrétions particu-
lier, constitué par des globules sphériques volumineux (diamétre variant entre
0,5 sm et T aam) au contenu trés dense plus ou moins hétérogéne, limités par
une membrane nettement décollée de 1'inclusion elle-méme (PRENSIER, 1971). Ce
type de granule, trés abondant 3 la périphérie des jeunes gamontes (Figs. 51-
52) disparait rapidement au cours de la genése de la paroi kystique et parti-
cipe trés vraisemblablement 3 1'élaboration d'une couche anhyste qui apparalt



SCHEMA RECAPITULATIF DE LA GAMETOGENESE MALE.

La naroi du gamétokyste n'est pas représentée.

1 - Le cytoplasme des gamontes se creuse de larges vacuoles qui résultent
de 1'invagination de la membrane plasmique (fléche). Les noyaux pro-
ga.miques se divisent sur le pourtour des vacuoles.

~o
i

A la derniére division, les vacuoles (v) sont trés larges. Les micro-
villosités épicytaires ont complétement disparu. A partir des centres
cinétiques (c.c.) se synthétisent des microtubules en direction opposée
a celle du noyauy,qui constituent 1'ébauche du flagelle (F).

3 - Stade &quivalent au dessin 2 qui montre que 1'ébauche du flagelle (F)
se forme alors que les noyaux fils (N ) ne sont pas encore complétement
séparés. Le perlage a débuté et les noyaux provoquent des boursouflures
périphériques des travées cytoplasmiques.
On remarque qu'il existe toujours wn complexe trimembranaire au niveau
de la zone d'évagination

G = Golgi

4 - Phase plus évoluée du perlage. Tout le noyau est englobé dans la zone
cytoplasmique évaginée et le flagelle (F) en cours d'allongement s'in-
cline vers 1l'arriére. Un groupe de microtubules (mt) issus du centre
cindtique (c.c.) provoque une invagination (I) de 1l'enveloppe nucléaire.
Les lames de réticulum endoplasmique ( r. e. 1.) ne suivent pas 1'éva-
gination de la membrane plasmique et forment un manchon au niveau de la
zone de rattachement (fléches).

5 - Les gamétes miles sont en cours d'incorporation du cytoplasme des travées.
Le flagelle s'intégre peu 3 peu au corps du gaméte en s'inclinant de plus
en plus. Les saccules de réticulum (r. e. 1.) sont encore présents.

6 - Gaméte mile mir libre. Du centre cinétique antérieur (c.c.) partent deux
poussées microtubulaires dont 1'une constitue le flagelle, ( il présente
trois doublets de tubules en coupe transversale ) et 1l'autre provoque une
invagination (I) de 1'enveloppe nucléaire ( systéme d'ancrage ). Les inclu-

sions cytoplasmiques sont classiques : Amylopectine (Am} - glgbules lipidiques

et inclusions denses (I. d).
On note la présence d'un dictyosome (G) et de mitochondries (mit.) assez
nombreuses.

Rem : La gamétogénése femelle se déroule de la méme fagon sauf qu'il n'y
a pas de poussée flagellaire.
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tout d'abord i la limite externe des microvillosités (Fig. 51). Ce dépOt de
substances rejetées par les jeunes gamontes se structure et forme une lame
continue (mrk1, Fig. 53) sur tout le pourtour du parasite, vers 1'intérieur de
la couche anhyste. Cette dernigre, qui recouvre la premiére membrane kystique
(mk1) est formée de matériel finement granulaire et fibrillaire présentant en
outre de petites vésicules. On assiste au cours de la formation de la paroi
kystique 4 une structuration de la couche anhyste qui acquiert un aspect orien-
té, parallélement 3 la premiére membrane kystique. En méme temps, 1'agencement
des microvillosités se perturbe fortement (Fig. 54.55) et progressivement, les
expansions disparaissent. Ce phénoméne important est 3 mettre en relation avec
le découpage cytoplasmique au cours de la genése des gamétes (voir paragraphe
suivant) .

Quand les divisions progamiques sont sur le point de s'achever, le
complexe trimembranaire délimitant encore les gamontes (Fig. 54 se modifie
fortement et apparait sous forme de membranes discontinues (Fig. 55) qui sont
appelées a disparaitre complétement au cours du perlage des gamétes (Fig. 56).
La couche anhyste se structure davantage pour prendre un aspect nettement fi-
brillaire. En méme temps elle s'épaissit (Fig. 57).

Vers la fin du perlage, le complexe trimembranaire des trophozoites
a disparu complétement, la premiére membrane kystique devenant la premiére
limite de la paroi (Fig. 56). En méme temps, la limite externe de la couche
anhyste s'est structurée en une deuxiéme membrane kystique (m k,), plus mince
et moins réguliére que la premiére. On aboutit alors a la struchre définitive
de la paroi kystique présente chez le sporokyste (Fig. 57).

Comme la formation de la paroi des sporocystes reléve d'un processus
voisin de celui de la genése de la paroi kystique, nous ne ferons qu'une discu:
sion concernant les deux phénomeénes® (voir chapitre III).

2°) Le découpage cytoplasmique au cours des divisions progamiques

et de 1'individualisation des gamétes

a - Origine_et €yolution des membranes des gametes
Une attention toute particuliére doit &tre accordée au mé-
canisme d'individualisation des gamd@tes, surtout en ce qui concerne l'origine
de leur membrane plasmique.
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Lors des premiéres divisions progamiques, le cytoplasme
des gamontes est relativement pauvre en réticulum endoplasmique et en dictyo-
somes (Fig. 52). Au fur et 3 mesure que les divisions s'effectuent, le cyto-
plasme s'enrichit en structures membranaires de différents types.

Les dictyosomes deviennent beaucoup plus abondants, géné-
ralement situés 3 proximité des noyaux progamiques (Fig. 58). Leur nombre sem-
ble croitre parallélement 3 celui des noyaux.

De méme, on assiste 3 une nette hypertrophie du Réticulum
endoplasmique granulaire, regroupé en zones compactes (Figs. 58-60) elles aussi
situées 3 proximité des noyaux en division.

Un troisiéme groupe de membranes apparait dans le cytoplas-
me des jeunes gamontes. Ces membranes, dépourvues de ribosomes, forment une
sorte de réseau lamellaire présent dans toutes les zones des gamontes (Fig. 62)
Ce réseau membranaire, de plus en plus important au cours de 1'évolution de
la gamétogenése, se dilate en certains endroits pour former de larges vacuoles
autour desquelles sont disposés les noyaux (Fig. 60). L'importance de ces sys-
témes membranaires dans la division progamique a été détaillée dans le chapitre
précédent, et nous nous limiterons ici & décrire leur r8le dans le découpage
cytoplasmique ainsi que leur origine.

On peut considérer que ces membranes ont un rSle double.
Elles interviennent dans la formation de la membrane plasmique des gamdtes,
et associées étroitement 3 des cisternes du réticulum endoplasmique lisse
(Fig. 62),elles servent de support aux centres cinétiques qui polarisent la
division (Fig. 63-64). '

Le systéme membranaire vacuolaire, doublé en de nombreux
endroits par du Réticulum endoplasmiqﬁe lisse typique forme un réseau forte-
ment ramifié, qui dirige les divisions nucléaires et préfigure le découpage
cytoplasmique au cours de la formation des gamétes (Fig. 66-67).

Si on observe maintenant ce qui se passe 3 la périphérie
des gamontes, on remarque l'existence de commmnications trés nettes entre la
membrane externe de la paroi trimembranaire encore présente (membrane plasmique
proprement dite) et le réseau de membranes vacuolaires (Fig. 59). Cette cons-
tatation nous améne 3 penser que le découpage cytoplasmique en vue de 1'élabo-
ration des gamétes s'effectue avec une participation trés importante de la
membrane plasmique des gamontes (Fig. 66-67). Ceci est confirmé par un deuxieém
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fait; la disparition progressive des microvillosités de 1'épicyte, corrélative
3 une vacuolisation du cytoplasme plus nette et une augmentation du nombre de
noyaux progamiques (Fig. 58). Ce processus particulier laisse supposer une
synthése de membrane relativement restreinte, puisque c'est la membrane plas-
mique des gamontes qui fournit en grande majorité les membranes plasmiques des
gamétes.

Le phénoméne d'invagination de membranes périphériques
semble débuter trés tdt, dés les premiéres divisions progamiques (Fig. 59),
et d'ailleurs, sur de jeunes stades végétatifs on note déja 1l'existence
d'invaginations digitiformes qui s'enfoncent assez profondément dans le cyto-
plasme (PRENSIER, 1971). La vacuolisation des gamontes s'accentue au moment
du perlage proprement dit des gamétes, et les gamontes sont découpés en tra-
vées cytoplasmiques, présentant des noyaux périphériques qui commencent a
perler (Fig. 68-69).

Au cours de cette phase de formation des gamétes, l'activii
golgienne parait moins importante, par contre celle du réticulum endoplasmique
granulaire devient quant i elle prédominante (Fig. 68).

En remarque, on peut signaler que chez Diplauxis, 1'aspect
des gamontes miles et femelle est absolument identique, 2 un stade intermédiai-

re d'évolution (Fig. 70) et on ne peut les différencier‘(G1 GZ). La limite
entre les deux gamontes est constitu€e par une double membrane fortement con-
tournée qui n'est pas en continuité directe avec le complexe membranaire péri-
phérique. La zone de séparation apparait donc trés liche et est appelée 3 se
résorber rapidement au cours de la gamétogenése.

b - Les noyaux_et_les centres_cinétiques_au cours de_la_gamé-

T 0 0 s e e S D D 2 0 S T e P I D (e W S A e S s D D D O D S (e s D G e S T e ey 5 s ] e

Au cours des divisions successives, les noyaux progamiques
diminuent rapidement de taille. De 5 m au début de la gamétogenése (Fig. 51-
52), ils passent 3 2-3 am au stade intermédiaire, pour atteindre lors des
dernigres divisions leur diamétre définitif d'environ 1_ss m. La réduction du
volume nucléaire s'accompagne d'une condensation de la chromatine qui devient
plus distincte. Elle est situe en position périphérique, 3 proximité des
poles de division et les nucléoles sont toujours absents (Fig. 63-64).
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Considérant la taille des noyaux, la quantité de matériel
génétique est peu abondante.

Quelques aspects sont remarquables au cours de 1'évolution
de la gamétogenése.

Aprés quelques divisions, les noyaux de taille inégale,
sont souvent entourés par des cisternes du Réticulum endoplasmique (Fig. 51-
52). Les centres cinétiques paraissent alors diffus (Fig. 14). Puis les noyaux
issus des divisions ultérieures vont €tre un peu d la fois doublés au moins a
un de leur pdle par les membranes provenant de l'invagination de la membrane
plasmique des gamontes (Fig. 62). A ce stade, les centres cinétiques sont bien
apparents, et présentent une structure particuliére. Ils sont constitués de
densifications disposées selon une certaine périodicité (Fig. 63-64) bien visi-
ble en coupe tangentielle (Fig. 65). Cette structure périodique se retrouve
entre les deux centres cinétiques en cours de séparation (Fig. 64) et cet
aspect est peut~€tre le signe d'un début de structuration de microtubules,
ou alors d'une organisation particuliéfe des molécules précurseurs des micro-
tubules. A ce stade de séparation des centres cinétiques, les microtubules ne
sont pas visibles.

; Signalons cependant que sur les autres stades de la gamé-
togenése, il n'a jamais &té observé cette périodicité de structure des centres
cinétiques, qui semble &tre le fait d'une phase bien particuliére de la gamé-
togendse.

Au cours des mitoses successives, le nombre de pores nu-
cléaires semble augméntér fortemént, plus particuliérement au cours de
1'extension du systéme vacuolaire (Fig. 61).

3°) L'individualisation des gamétes

A la dernidre division progamique, les gamontes fortement
vacuolisés apparaissent en microscopie optique constitués de nombreux amas
muriformes, 3 la périphérie desquels perlent les gamétes (Fig. h-i). Le proces
sus d'individualisation des &léments sexuels est identique dans les deux ga-
montes, la seule différence étant l'apparition des flagelles chez les gamétes

miles.
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En microscopie électronique, 1l'aspect particulier du décou-
page cytoplasmique se rétrouve, et sur les coupes ultrafines, on observe des
masses cytoplasmiques plus ou moins indépendantes les unes des autres, sur le
pourtour desquelles sont disposé€s les noyaux qui terminent leur derniére divi-
sion (Fig. 71-72). Chaque noyau se trouve orienté de facon précise, 1l'ancien
pole de division en direction de la lumiére des vacucles. On peut encore
observer les vestiges du fuseau de division qui traversent les noyaux fils
dans un tunnel médian de 1l'enveloppe nucléaire (Fig. 71). Parfois on devine
le tunnel membranaire cytoplasmique qui relie les noyaux en télophase (Fig.72)
avant leur séparation compléte (voir division) La limite des masses cytoplas-
miqués présente des boursouflures peu marquées, doublées intérieurement par
des saccules de réticulum lisse trés collapsés situés parallélement 3 la mem-
brane limitante externe. L'ancien pﬁlé de division subsiste et présente
1'aspect classique du centre cinétique, situé dans un pore de la lame bimem-
branaire interne.

Au cours de toutes les divisions progamiques, les pous-
sées microtubulaires se font en direction du noyau, mais 3 la fin de la der-
niére mitose, dans le gamonte mdle seulement, la synthése de miciotubules se
fait en sens inverse. A partir de chaque centre cinétique se forme un groupe
de microtubules, peu organisé, dont ' la poussée provoque une &vagination
de la membrane limitante des travées cytoplasmiques. Cette structure qui se
met en place correspond 3 1'ébauche du flagelle (Fig. 72-73-74).

Dans le gamonte femelle, la disposition des centres ciné-
tiques est exactement semblable, mais dans ce cas il ne se forme pas de
poussée flagellaire (Fig. 71).

Le perlage se poursuit, par augmentation des excroissan-
ces périphériques, dans lesquelles s'engagent les noyaux. L'ébauche du fiagel-
le s'incline alors pour venir se disposer obliquement (Fig. 73-77}. La lame
bimembranaire (réticulum endoplasmiqué lisse) s'étend au cours de 1l'individua-
lisation du gaméte midle (Fig. 73) et double toute la zone de membrane cyto-
plasmiqué évaginée.

Le noyau, sphérique au début du perlage s'ovalise alors
que les gamétes s'individualisent, et il présente une cupule antérieure vers
le centre cinétique. Approximativement 3 ce stade, un groupe de microtubulgge
synthétisé en direction du noyau, provoquant une invagination de 1'enveloppe
nucléaire (Fig. 73-79). Simultanément, les flagelles s'inclinent fortement
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vers l'arriére et leur point de départ est peu @ peu incorporé dans le cyto-
plasme antérieur déja évaginé (Figs. 75 77 a. b) La lame bimembranaire ne
suit pas l'expansion de 1la membrane externe et reste localisée, sous forme
d'une couche cylindrique, vers l'arriére du gamete en cours de perlage

(Fig. 75).

L'incorporation du flagelle dans le gaméte s'accentue au
cours de 1'extrusion du noyau accompagné d'une petite portion du cytoplasme
des travées (Figs.77 a - b) qui présente encore trés peu d'organites cytoplas-
miques. Les gamétes en cours de perlage sont rattachés par une sorte de pé-
doncule aux masses cytoplasmiques, et sont cependant encore loin = d'avoir
atteint leur taille définitive. '

La derniére phase de la ga-métogenése consiste en 1'in-
corporation, dans le corps des &léments sexuels d'une quantité de cytoplasme
assez importante, comprenant toutes les inclusions classiques des Sporozoai-
res (globules lipidiques, granules d'amylopectine, réticulum endoplasmique
granulaire et mitochondries) (Figs. 78-79). Les dictyosomes quant 4 eux ne
semblent pas &tre incorporés sous leur forme typique, subissant une dédiffé-
renciation avant la maturation des gamétes.

Les gamétes miles et femelles présentent dans leur cyto-
plasme quelques inclusions de petite taille (environ 0,1 arm de diamétre),
11m1tees par une membrane simple, et qui sont d&j3 présentes dans les gamon-
tes. Ces granules pourraient provenir d'une activité golgienne, et servir
aprés la fécondation (voir chapitre Fécondation).

A noter qu'au cours de la genése des €léments sexuels,
tout le cytoplasme des gamontes est utilisé et que donc il n'existe pas de
reliquat cytoplasmique.

J L'évolution du flagelle est intéressante 4 suivre. Comme
nous 1l'avons signalé, la courte racine flagellaire présente trés tSt, s'incli-
ne vers l'arridre, en méme temps qu'elle s'allonge en venant s'incorporer au
cytoplasme du futur gaméte mile.

Le flagelle se rabat de plus en plus, jusqu'ad venir se
coucher sur le noyau, qui présénte parfois a ce niveau une 1égére dépression.
(Fig. 78-79). La deuxilme poussée microtubulaire vers le noyau est trés
nette sur la Fig. 79.
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b- Le gaméte mile

Le gaméte mile mir, de forme subsphérique, parfois légére-
ment piriforme a une teaille de 3,5 & 4_pam. Le noyau, excentré provoque Sou-
vent une légére protubérance qui donne au gaméte son aspect piriforme (Fig.88)
Le flagelle prend naissance au centre cinétique, traverse toute 1'épaisseur
du cytoplasme (Fig. 80) en longeant en partie le noyau souvent déprimé 3 la
zone de passage du flagelle (Fig. 89-90). Ce dernier ressort i 1'antipode du
centre cinétique (Fig. 80) et atteint sur le gaméte miir une longueur d'environ
12 2 15_pam, d'aprés les observations effectuées sur le vivant.

La deuxiéme baguette microtubulaire, disposée obliquement
par rapport au flagelle (1'angle formé entre les deux groupes de microtubules
est d'environ 30°) (Fig. 81-82) s'enfonce profondément dans une invagination
digitiforme de 1'enveloppe nucléaire et assure en quelque sorte une zone

'd'ancrage au départ du flagelle qui favorise trés vraisemblablement le mouve-
ment du gaméte mile (Fig. 82).

En ce qui concerne le centre cinétique, bien que toujours
situé 3 proximité de la membrane plasmique, il ne se trouve plus en associa-
tion étroite avec des membranes du réticulum endoplasmique, mais semble acqué-
Trir une structure plus compacte, en forme de double croissant (Fig. 81-82).
Suivant le plan de coupe, le centre cinétique présente une structure périodi-
que, déja signalée précédemment (Fig. 83).

La particularité essentielle du flagelle du gam&te mile
de Diplauxis réside dans son ultrastructure. Observé en coupe transversale,

il ne présente pas la structure ennéanéme classique, avec 9 doublets péri-
phériques et un doublet central. On ne peut en effet dénombrer que trois dou-
blets périphériques, sans tubules centraux (Fig. 86). Cette structure est
encore plus simplifiée que celle décrite par SCHREVEL et BESSE (1973-1975)
chez Lecudina tuzetae dont le gaméte mile est mmi d'un flagelle 3 6 doublets
périphériques. Dans les deux cas cependant, les flagelles sont parfaitement
fonctionnels

La structure des doublets est analogue d celle des fla-
gelles 9 + 2 et chaque tubule mesure respectivement 34 nm (sous tubule B) et
26 nm (sous tubule A). Si les doublets sont orientés avec les sous-tubules A
se faisant face dans le sens. des aiguilles d"une montre et que 1l'on construit
un triangle avec les lignes toupant les deux tubules en leur milieu, 1'un des
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angles de ce triangle est toujours plus grand que les deux autres. I1 a &té
possible sur plusieurs micrographiés de mesurer correctement ces angles, et
de ces calculs il en ressort les valeurs suivantes : le plus grand angle a
une valeur de 72° 2°, et en considérant les deux autres dans le sens des
aiguillés d'une montre, ils mesurent respectivement 52° = 6° et 56°  7°.
Les deux doublets qui forment entre eux 1'angle le plus important sont dis-
tants de 24 nm > 2 nm, et les distances qui séparent chacun de ces doublets
du troisiéme sont de 20 nm 23 mm.

Cette distance entre le sous tubule A et le sous tubule B
de deux doublets adjacents est plus grande que celle calculée sur un flagelle
9 + 2 (WARNER, 1974) qui est de 17,5 nm = 2 mm.

Dans les conditions actuelles de la fixation des flagel-
les, il n'est pas possible de mettre en évidence des structures du type bras
de dynéine entre les doublets, mais on ne peut exclure leur existence. Des

"travaux en cours permettront peut-€tre de préciser davantage l'ultrastructure
du flagelle du gaméte mile de Diplauxis. L'observation de colorations négati-
ves confirme 1'existence des trois doublets sur environ les 2/3 du flagelle
(Fig. 91-92), doublets parfaitement visibles sur des flagelles dont la membra-
ne limitante a disparu par suite d'un choc osmotique (Fig. 93). La résolution
des préparations n'était pas suffisante pour déterminer la sous-structure des
tubules flagellaires et donc savoir si 1'on retrouve le méme aspect que sur
la plupart des microtubules (voir BEHNKE, 1974 et WARNER et MEZA, 1974).

En ce qui concerne le mouvement des gamétes midles, il peut
8tre observé facilement 3 travers la paroi kystique, mais pour 1'étude photo-
graphique, il est nécessaire de craquer l'enveloppe du gamétokyste de fagon
3 observer les gamétes libres dans 1l'eau de mer. Le mouvement des &léments
sexuels miles ne semble pas perturbé par rapport 3 celui qui les anime dans
le kyste. |

Le flagelle, qui sur des préparations de gamétes isolés

peut s'arréter ou se remettre 3 battre spontanément produit des courbures héli
coidales (Fig. 87). qui se propagent depuis le corps du gamete jusque
1'extrémité du flagelle, 3 une fréquence d'un peu moins de 2 Hertz. Souvent,
1'extrémité du flagelle adhere au verre de la lame de montage et dans ce cas,
il effectue un certain nombre de battements hélicoidaux dans un sens, puis
inverse son sens de battement quand il se remet en mouvement. Dans le kyste,
le sens de battement est toujours le méme, entralnant une rotation dextre du

corps du gaméte.
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Parfois, 1l'observation en fond noir permet de remarquer
qu'une oscillation de faible amplitude se surimpose 3 l'oscillation de base,
et dont la fréquence apparait €tre de deux d trois fois celle du battement
normal. Il n'est pas possible cependant de voir si cette oscillation est
fixe ou se déplace le long du flagelle.

Le mouvement d'ensemble du gaméte nmdle, bien visible sur
des prises de vues cinématographiques est essentiellement une rotation sur
lui-méme, les mouvements de translation étant trés peu importants. Au cours
de 1'accolement entre deux gamétes de sexes opposés, qui annonce la féconda-
tion, le gaméte mile entraine 1'élément sexuel femelle dans son mouvement de
rotation.

c - Le_gamete femelle

D'un point de vue ultrastructural, le gaméte femelle
différe trés peu du gaméte mile, si ce n'est 1'absence de flagelle (Fig. 94).
I1 faut d'ailleurs sur coupes ultrafines rechercher attentivement la présence
ou 1'absence de flagelle pour déterminer s'il s'agit d'un gamonte mile ou
femelle. Sur le vivant, la détermination est beaucoup plus aisée, les gamétes
femelles étant immobiles et d'un diamétre légérement supérieur (4 3 4,§Jﬂgnﬂ
3 celui des éléments miles.

Dans les gamdtes femelles se retrouvent toutes les inclu-
sions caractéristiques des trophozoites : globuleé lipidiques, grains d'amylo-
pectine, et comme dans le gaméte mile quelques petits granules de densité
électronique moyemne et limité s par une membrane légérement décollée (Fig. 95
Les mitochondries sont relativement nombreuses et le réticulum endoplasmique
abondant. Ce dernier est souvent plus ou moins associé aux inclusions 1lipidi-
ques (Fig. 95) mais également aux grains d'amylopectine.

Certaines zones de la membrane plasmique sont, comme chez
le gamdte mile, doublées par des saccules fortement collapsés

Le noyau, 1légérement plus volumineux que celui du gaméte
mile présente wne chromatine peu dense, formant un réseau irrégulier,

le centre cinétique subsiste mais ne produit pas de poussée flagellaire
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II - DISCUSSICN

Deux points essentiels de discussion seront retenus dans la gaméto-
gengése. Ce sont, d'une part les membranes dans la genése des gamétes, d'autre

part la structure du gaméte mile et en particuliér celle de son flagelle.

1°) Les membranes dans la gendse des gamétes

D'aprés nos observations, nous pouvons admettre que la
m3eure partie des membranes plasmiques des gamétes dérivent de la membrane
externe des gamontes. Ce processus d' invagination de la membrane plasmique
du gamonte semble relativement courant chez les Sporozoaires, en particulier
chez les Grégarines. Ainsi BESSE,1975 le signale au cours de la gamétogenése

~

chez Lecudina tuzetae, 3 un moindre degré cependant, et elle suppose en outre

wne intervention des dictyosomes par apport de vésicules golgiennes. Ceci ne
nous semble pas indispensable, et il est probable que le Gelgi, en extension
importante lors de la gamétogenése joue un r8le autre (voir chapitre suivant).
Chez Stylocephalus, (DESPORTES, 1970) le découpage cytoplasmique au cours du
perlage des gamétes s'effectue vraisemblablement selon un processﬁs analogue,

bien que cet auteur ne le signale pas clairement.
Si on se référe aux données de la microscopie optique

(voir GRASSE, 1953),.ce phénoméne doit €tre général chez les Crégarines. Dans
de nombreuses espéces, au cours de 1'élaboration des gamétes, il subsiste um
reliquat cytoplasmique important; les gamétes s'individualisant uniquement 3
la périphérie des gamontes. Cette constatation renforce notre conviction, en
ce sens que le nombre de gamétés formés est fonction de la quantité de membra-
nes plasmiques disponibles a la périphérie du gamente, et indirectement donc
de la'complexité de la structure périphérique des trophozoites.

| Chez les Coccidies, PORCHET-HENNERE décrit de belle fagon
un systéme identique pour la formation de la membrane externe des mérozoites
au cours de la schizogonie chez un Globidium. Chez cette espéce, 1l'auteur dé-
crit 1'apparition de '"'schizontes unités'' que déja CHATTON en 1910 avait par-
faitement &tudibs et nommés "morulas”. Chez Diplauxis, 1'observation de la
gamétogenése en microscopie optique (Fig. h-i) montre un stade de "morulas"
tout 3 fait identique 3 celui décrit par CHATTON.
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Chez Globidium, 1'apparition des "schizontes unités"
résulte de profondes invaginations de la membrane plasmique du schizonte,
ceci étant parfaitément-démpntré par la présence de micropores (structures
uniquément superficielles) dans la profondeur du cytoplasme.

On aboutit chez Diplauxis au méme rés