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Zander. 
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INTRODUCTION 



Dans le régne animal de nombreuses espéces se sont spécialisées 

secondairement pour coloniser les milieux biologiques vivants que constituent toutes les autres 

espéces. Ces organismes devenus parasites vont donc vivre aux dépens d'autres êtres vivants. 

Parmi les Protozoaires, tous les groupes ont un certain nombre d'espèces, plus ou moins 

important, qui ont adopté ce mode de vie parasitaire, devenu même obligatoire chez certains 

d'entre eux, comme les Sporozoaires et les Microsporidies. Dans cet état parasitaire divers 

degrés peuvent se rencontrer et, au sein de l'organisme-hôte, ces protozoaires parasites ont une 

localisation trés variable puisqu'ils peuvent pratiquement se rencontrer dans tous les organes. 

Ils peuvent alors se développer soit à l'extérieur de la cellule (parasites extracellulaires), soit 

à l'intérieur de celle-ci (parasites intracellulaires), et parmi ces derniers figurent les 

Microsporidies. 

Chez ces organismes, les contacts entre le parasite et la cellule-hôte peuvent 

revêtir trois aspects différents (LOUBES, 1979) : 

- un contact direct, pendant tout le cycle, du parasite avec le cytoplasme de la 

cellule-hôte (microsporidies apansporoblastiques). 

- l'isolement du parasite du cytoplasme-hôte, au cours de la sporogonie, par la 

différenciation de membranes limitant soit un pansporoblaste ou vésicule sporophorique, soit 

une vacuole de sporogonie. 

- l'isolement du parasite, tout au long de son cycle, dans une vacuole 

parasitaire. 

Parfois des microsporidies peuvent même être localisées dans certains 

organites cellulaires comme le noyau : ainsi Nosema bombycis (TAKIZAWA, VIVIER et 

PETITPREZ, 1973), Perezia fumiferanae (PERCY, 1973), Perezia lankesteriae (ORMIERES, 

LOUBES et MAURAND, 1977), Nosemoides simocephali (LOUBES et AKBARIEH, 1977), 

Microsporidium rhabdophilia n.sp. (MODI N ,  1 981) et une microsporidie non identifiée 



(ELSTON, KENT et HARREL, 1 987). 

Le cycle de ces protozoaires parasites intracellulaires est caractérisé par 

l'alternance de deux phases : une phase végétative (ou mérogonie) à structure cellulaire non 

spécialisée, pendant laquelle le parasite croit et se multiplie activement, et une phase 

sporogonique (ou sporogonie) aboutissant à la formation de la spore qui montre une structure 

complexe hautement différenciée. La dualité entre ces deux aspects du cycle, et le fait que ces 

organismes paraissent très bien adaptés à la vie parasitaire, nous ont incités à choisir ce 

matériel, en tant que très bel exemple de différenciation cellulaire, pour comprendre comment 

à partir d'une cellule simple et banale on aboutit à une cellule présentant un haut degré de 

différenciation, très bien adaptée à sa fonction. Nous avons donc entrepris cette étude chez deux 

microsporidies apansporoblastiques, Nosemoides vivieri, hyperparasite de la grégarine 

Lecudina linei et Nosema apis, parasite des cellules épithéliales de l'intestin moyen de l'abeille 

domestique Apis mellifica. Dans le cycle du parasite, le rôle de la spore est essentiel : 

transmettre le parasite et l'infection. En effet elle contient et protège le germe infectieux ou 

sporoplasme, mais aussi tout l'appareil nécessaire à son inoculation dans la cellule-hôte. Cet 

appareil tire son origine de l'appareil de Golgi et du réticulum endoplasmique, ces deux 

organites présentant souvent entre-eux des liens étroits. Le but de cette étude est de montrer la 

structure fine des différents stades du cycle et de bien mettre en évidence le rôle primordial des 

vésicules golgiennes et du réticulum endoplasmique dans la genèse des différents organites de la 

spore, tous ces phénomènes paraissant similaires chez les deux microsporidies. L'apport de la 

cryofracture, très peu utilisée jusqu'ici dans l'étude des microsporidies, permettra, chez 

Nosema apis, de confirmer les résultats obtenus en ultrastructure classique, d'aborder des 

problèmes tels que l'association permanente des deux noyaux en un diplocaryon, l'état de la 

membrane plasmique tout au long du cycle du parasite, la texture de la paroi sporale, et de 

comparer toutes ces données avec quelques travaux effectués sur d'autres microsporidies. 



Chapitre I 

HISTORIQUE 



1 - LES MICROSPORIDIES - GENERALITES 

II y a plus d'un siècle que les premières microsporidies furent observées et 

c'est en 1882 que BALBlANl crée, parmi les Protozoaires, l'ordre des Microsporidies pour 

regrouper des organismes de petite taille caractérisés par la présence de spores. Cependant il ne 

propose aucun système de classification et ce n'est qu'en 1892 que THELOHAN propose une 

première classification des microsporidies. LABBE en 1899 établit la première revue complète 

des microsporidies connues. STEMPELL (1909) propose une classification comprenant trois 

familles, puis LEGER et HESSE (1922, 1924) tentent un essai de systématique du groupe des 

microsporidies bactériformes, mais la plus importante monographie concernant ces organismes 

est publiée par KUDO en 1924. Puis il faudra attendre POISSON (1953), WEISER (1961), 

LOM et VAVRA (1962)' CORLISS et LEVINE (1963) pour voir évoluer sensiblement cette 

classification. TUZET et Coll. (1971), en abandonnant le système proposé par LEGER et HESSE 

proposent <<un nouveau cadre systématique pour les genres de Microsporidies>>. Dans ce 

domaine de la taxonomie les apports de certains auteurs concernant des ordres, des familles ou 

des genres bien précis ont également contribué à la clarification et à l'évolution de la 

systématique des microsporidies : LOM et WEISER (1969), CALI (1971), MAURAND et Coll. 

(1971), la mise au point de VIVIER (1975) concernant le nouvel ordre des Metchnikovellidae, 

HAZARD et OLDACRE (1975), ORMIERES et Coll. (1977)' LOUBES et AKBARIEH (1977), 

SPRAGUE (1978)' CANNING et NICHOLAS (1980), CANNING et HAZARD (1982), LARSSON 

(1983) pour ne citer que les principaux. Parallèlement d'autres auteurs ont également analysé 

les caractères permettant de définir avec plus de précision les différents genres de 

microsporidies : VIVIER (1975), PILLEY (1976), CANNING et VAVRA (1977), LOUBES et 

MAURAND (1977), SPRAGUE (1978), MADDOX et SPRENKEL (1978), VAVRA et Coll. (1981), 

LARSSON (1 986, 1988). En 1977, deux nouvelles classifications sont proposées 

indépendamment rune de l'autre : celle de WEISER (avec 38 genres) et celle de SPRAGUE (avec 



47 genres); celles-ci seront d'ailleurs reprises et améliorées par ces mêmes auteurs 

respectivement en 1985 et 1982. Puis LARSSON (1986) tente de classer les microsporidies 

selon leurs caractères ultrastructuraux. Cette systématique n'est cependant pas encore 

stabilisée et des aménagements y seront certainement encore apportés, les connaissances en ce 

domaine montrant encore des lacunes. 

Ces microsporidies, qui sont des parasites animaux intracellulaires 

obligatoires, appartiennent à l'embranchement des Protozoaires ou elles ont longtemps 

constitué, associées aux Myxosporidies et aux Actinomyxidies, le sous-embranchement des 

Cnidosporidies (POISSON, 1953) : organismes présentant des spores munies d'un filament 

dévaginable. Cependant certains auteurs comme SCHUBERG (1 91 0) et DEBAISIEUX (1 928) 

avaient très vite affirmé que la spore des microsporidies était uninucléée ou au maximum 

binucléée et non pentanucléée comme celle des myxosporidies. II a fallu attendre l'avènement de 

la microscopie électronique pour résoudre définitivement le problème : ainsi GRASSE (1960) 

montre que les myxosporidies sont des organismes pluricellullaires et LOM et VAVRA (1961, 

1963) puis VAVRA (1965) établissent que le sporoblaste et la spore des microsporidies sont 

uninucléés ou parfois binucléés. Les Microsporidies et les Myxosporidies représentent donc 

deux groupes zoologiques différents. Le sous embranchement des Cnidosporidies est dissocié, les 

Microsporidies, organismes unicellulaires, constituant un nouveau sous-embranchement 

éloigné du nouvel embranchement des Myxozoaires, organismes pluricellulaires, qui rassemble 

les Myxosporidies, Actinomyxidies et Paramyxidies (GRASSE, 1970). 

Les Microsporidies comportent un très grand nombre de formes et ont une 

large distribution zoologique, des Protozoaires aux Mammifères, les hôtes les plus fréquents 

étant toutefois les Arthropodes (Crustacés, Insectes), (SPRAGUE, 1977). 

II faut reconnaître que pendant assez longtemps l'étude des microsporidies 

n'avait intéressé que relativement peu d'auteurs, ces parasites ne présentant à priori qu'un 



intérêt restreint, que ce soit d'ordre médical ou économique, avec cependant quelques exceptions 

telles Nosema bombycis Naegeli 1857 et Nosema apis Zander 1909, connues depuis longtemps 

comme agents de nosémoses causant respectivement des dommages importants dans les élevages 

du ver à soie Bombyx mori et de l'abeille domestique Apis mellifica. 

Ce n'est qu'à partir de la deuxième moitié de ce siècle que nos connaissances 

concernant ces organismes ont considérablement progressé, d'une part à cause de l'intérêt 

croissant de la pathologie des Invertébrés et d'autre part l'avènement de la microscopie 

électronique a permis là aussi un important bond en avant : la cytologie, l'organisation 

cellulaire et les cycles ont pu être décrits de façon précise et la systématique a pu être affinée. 

Les premières recherches ultrastructurales sur les microsporidies ont porté 

essentiellement sur la spore mûre et son filament polaire. WEISER (1959) étant le précurseur 

en décrivant la structure de la spore de Nosema laphygmae. Puis I'ultrastructure des spores 

d'autres genres a été étudiée par divers auteurs : HUGER (1 960, 1961), LOM et VAVRA (1961, 

1963), de PUYTORAC (1961,1962) BURNETT et KING (1962), SCHOLTYSECK et DANNEL 

(1962), KUDO et DANIELS (1963). Puis de PUYTORAC (1962) décrit d'autres stades que la 

spore chez Mrazekia lumbriculi. L'étude de VAVRA (1965) sur la structure fine des différents 

stades évolutifs et la morphogenèse de la spore des microsporidies, a été le point de départ d'une 

longue liste de travaux sur ces parasites dont SPRAGUE et VAVRA (1976, 1977) ont tiré un 

remarquable travail de synthèse, <<Comparative Pathobiology>> (volumes 1 et 2), considéré 

comme ouvrage de référence sur les microsporidies. 

2 - LES MICROSPORIDIES PARASITES DE PROTOZOAIRES 

Les protozoaires chez lesquels des microsporidies ont été observées 

appartiennent aux deux principaux groupes que sont les Ciliés et les Grégarines. VIVIER (1975) 

qui en a fait une revue complète, insiste sur le fait que ces parasites de protozaires sont presque 



toujours des hyperparasites puisqu'ils se rencontrent surtout chez les grégarines (parasites 

obligatoires) ainsi que chez quelques ciliés parasites, une seule espèce étant connue chez un 

cilié libre. Récemment, GORTZ (1987) a également observé des spores de rnicrosporidies chez 

des ciliés du genre Stentor. VlVlER (1975) en avait recensé 34 espèces se répartissant en 9 

genres (mais en y incluant les microsporidies parasites de myxosporidies). Cependant de 

nombreux travaux sur les protozoaires mentionnent l'existence de parasites dont un certain 

nombre pourrait bien être des rnicrosporidies, les descriptions qui en sont données n'étant pas 

suffisantes pour établir leur identité de façon certaine. II faut également signaler que des 

microsporidies sont aussi connues comme hyperparasites de trématodes, cestodes, nématodes 

(SPRAGUE, 1977; AZEVEDO et CANNING, 1987) d'acanthocéphales (LOUBES et Coll., 1988.) 

Chez les grégarines, hôtes les plus fréquents de ces hyperparasites, de tels cas 

d'hyperparasitisme sont connus au moins depuis 1897, date à laquelle CAULLERY et MESNIL ont 

décrit le genre Metchnikovella comme type nouveau de microorganisme parasite de grégarines, 

et plus de la moitié des microsporidies décrites appartiennent à la famille des Metchnikovellidae 

(MESNIL, 1915; CAULLERY et MESNIL, 1919). Ce n'est d'ailleurs que bien plus tard que les 

examens, en microscopie électronique, de Metchnikovella hovassei ont permis de rattacher cette 

famille aux Microsporidies (VIVIER 1965, VIVIER et SCHREVEL 1973). En fait, les premieres 

microsporidies parasites de grégarines ont été décrites par LEGER et DUBOSCQ (1909) à propos 

de Nosema frenzelinae et de Perezia lankesteriae, respectivement hyperparasites de 

Cephaloidophoras conformis (du tube digestif du crabe Pachygrapsus marmoratus) et 

Lankesteria ascidiae (du tube digestif de l'ascidie Ciona intestinalis). En 1909, HESSE signale 

également chez Monocystis mitis (de l'intestin de I'oligochète Fridericia polychaeta) la présence 

de Metchnikovella hessei. Puis de 1909 à 1955, de nombreuses autres microsporidies, 

appartenant aux genres Metcknikovella, Amphiamblys, Amphiacantha, ont été décrites chez des 

grégarines de polychètes et VIVIER (1 975) en a dressé la liste complète. CODREANU (1 967) 



avec Plistophora hyperparasitica et CORBEL (1 967) avec Metchnikovella martojai, ont décrit 

également des microsporidies respectivement hyperparasites des grégarines Enterocystis 

rhithrogenae (de I'intestin de I'éphémère Rhithrogena semicolorata) et Gregarina cousinae (de 

I'intestin du grillon Gryllus assimilis ). HILDEBRAND et VIVIER (1971), HILDEBRAND (1974) 

ont étudié, en microscopie électronique, la microsporidie Metchnikovella wohlfarthi n.sp. 

hyperparasite de la grégarine Lecudina tuzetae (de I'intestin du polychète Nereis diversicolor). 

Puis VIVIER et SCHREVEL (1973) décrivent avec beaucoup de précision les stades végétatifs et 

l'évolution de Metchnikovella hovassei, hyperparasite de la grégarine Lecudina pellucida (du 

tube digestif du polychète Perinereis cultrifera). En 1979, RÜHL et KORN ont observé une 

nouvelle microsporidie, Geusia gamocysti, hyperparasite de la grégarine Gamocystis ephemerae 

(de l'intestin de l'éphémère Ephemera danica). Plus récemment d'autres microsporidies de la 

famille des Metchnikovellidae ont été décrites par DESPORTES et THEODORIDES (1979) 

(Amphiamblys laubieri, parasite d'une grégarine d'un échiurien abyssal) et ORMIERES, 

LOUBES et MAURAND (1981) (Amphiamblys bhathiellae parasitant une grégarine intestinale 

du polychéte Marphysa sanguinea ) 

En ce qui concerne les Némertiens, MONTGOMERY (1898) et AWERINZEW 

(1908, 1909) ont décrit et représenté chez des grégarines respectivement parasites des 

némertes Lineus gesserensis et Amphiporus sp., des figures dont on peut penser qu'il s'agissait 

d'une microsporidie. Nous avons également observé une nouvelle microsporidie, Nosemoides 

vivieri, hyperparasite de la grégarine Lecudina linei (VINCKIER, 1972) de I'intestin du 

némerte Lineus viridis, dont les différents stades de développement et la différenciation 

sporoblastique ont pu être étudiés avec précision. 



3 - LA MlCROSPORlDlE NOSEMA APIS 

Nosema apis Zander est la microsporidie agent de la nosémose de l'abeille 

domestique adulte Apis mellifica, maladie contagieuse largement répandue dans de nombreux 

pays. Le parasite se multiplie dans la paroi de l'intestin moyen et provoque une affection 

pouvant évoluer de façon inapparente ou causer un affaiblissement des colonies dont l'issue 

parfois fatale peut-être à I'origine d'importantes pertes économiques. C'est pourquoi de tout 

temps, les hommes se sont préoccupés des maladies des abeilles. Au cours des siècles de 

nombreux apiculteurs ont décrit des maladies des abeilles, sans en connaître l'origine, 

montrant les symptômes les plus apparents et donnant à ces maladies des noms différents. 

Souvent les spores de Nosema apis ont été considérées comme étant celles de champignons et ce 

n'est qu'en 1909 que ZANDER découvre la véritable identité de l'agent de la nosémose, et faisant 

l'analogie avec la microsporidie Nosema bombycis (agent responsable de la pébrine du ver à 

soie) le nomme Nosema apis . FANTHAM et PORTER (1912) en dêcrivent le cycle complet, et 

par la suite, cette microsporidie sera l'objet de multiples travaux concernant son cycle et sa 

structure : KUDO (1920,1924), TRAPPMAN (1923), BAILEY (1955), THOMSON (1960), 

KRAMER (1 960), ZHDANOV (1 960), WEISER (1 961, 1979), POPA (1 964), STECHE 

(1965), GRAY, CALl et BRIGGS (1969), SHABANOV (1973), mais aussi l'épidémiologie de la 

maladie (travaux cités par DOTTIN, 1986). 

De même très tôt, Nosema apis a été l'objet d'études ultrastructurales, 

principalement la spore, aussi bien en microscopie électronique à transmission : SHOLTYSECK 

et DANNEEL (1962), CODREANU et Coll. (1965), POPA et Coll. (1967), WILDFÜHR et 

FRITZSCH (19691, CALl (1971), qu'en microscopie à balayage : LIU H.J et LIU T.P. (1973), 

STECHE et HELD (1981), LIU T.P. (1983)' ou encore par la technique du "freeze-etching" 



(sur tissus non préalablement fixés) : LIU T.P. (1973), LIU T.P. et LIU H.J (1974), LIU 

T.P.(1975). Par contre les jeunes stades de développement de Nosema apis n'ont suscité que 

très peu de travaux et seuls YOUSSEF et HAMMOND (1971) ont abordé cette étude. C'est 

pourquoi il nous a paru intéressant de compléter celle-ci, aussi bien en microscopie 

électronique Ci transmission classique que par la technique de la cryofracture (mais sur tissus 

préalablement fixés). 



CHAPITRE II 

MATERIEL ET METHODES 



A - MATERIEL 

Nos observations ont été effectuées sur deux espèces de microsporidies : 

Nosemoides vivieri nomen novum (=Nosema vivieri Vinckier Devauchelle et 

Prensier,l970)(Unikaryonidae) et Nosema apis Zander 1909 (Nosematidae). 

Nosemoides vivieri est parasite de la grégarine Lecudina linei Vinckier 

1972, elle-même parasite intestinal du némerte Lineus viridis (Fabricius) Johnston. Les 

némertes ont été récoltés sur le littoral boulonnais, à la Station de Biologie Maritime de 

Wimereux. Ils ont été ramassés sous les pierres de la zone supérieure de l'estran et conservés 

au laboratoire, en eau de mer renouvelée, dans des cristallisoirs, à l'obscurité et à une 

température de 4 à 8°C. Ils supportent très bien le jeûne durant de longues périodes. Un tiers 

environ des individus s'est révélé être parasité par la grégarine Lecudina linei. 

En ce qui concerne Nosema apis, des abeilles vivantes provenant de colonies 

"douteuses" nous ont été fournies, au printemps, par des apiculteurs de I'Avesnois et de la 

région lilloise. Ce sont soit des abeilles écloses à la fin de l'été ou en automne et ayant passé 

l'hiver, soit les premières abeilles écloses au printemps, les apiculteurs effectuant le dépistage 

de la nosémose à cette époque. Ces abeilles peuvent survivre quelques jours dans de petites cages 

grillagées munies d'un nourrisseur contenant un peu de miel ou du sirop de sucre, à une 

température de 35°C. 

B - METHODES 

1) Observation in vivo 

a) Les némertes anesthésiés dans une solution de chlorétone à 0,1 % 

dans de I'eau de mer filtrée ou au MS 222 (tricaïne méthane sulfonate) à 1 O/O dans I'eau de 

mer, sont observés entre lame et lamelles sous binoculaire : il est ainsi possible de voir par 

transparence s'ils sont parasités ou non par des grégarines. Mais la détection de la 



microsporidie chez ces grégarines est impossible s u r  le vivant; il est alors nécessaire de 

pratiquer des coupes semi-fines d'environ 0,25 p d'épaisseur, de vers entiers fixés et inclus 

pour la microscopie électronique, coupes qui après coloration à l'azur B à pH 1 0  sont observées 

en microscopie photonique. 

b) La présence de Nosema apis dans l'organisme de l'abeille peut ne pas 

engendrer de signe extérieur (BAILEY, 1976) et il est impossible de distinguer une abeille 

saine d'une abeille parasitée. II est alors nécessaire de disséquer les abeilles une à une après 

anesthésie au gaz carbonique, et les intestins prélevés sont placés dans du liquide physiologique 

(SPIRA, PARNAS et BERGMAN, 1969) avant d'être fixés pour la microscopie électronique. Les 

intestins fortement parasités peuvent prendre une couleur blanchâtre plus ou moins laiteuse 

mais pour mettre en évidence la parasitose il est souvent nécessaire d'observer au microscope 

photonique, un fragment de mésentéron écrasé entre lame et lamelle dans une goutte de liquide 

physiologique. 

2) Méthodes de microscopie électronique 

a) Microscopie électronique à transmission 

L'étude ultrastructurale a été faite selon les techniques classiques : double 

fixation glutaraldéhyde-osmium dans un tampon phosphate 0 , l  M (nérnertes) ou dans le tampon 

cacodylate de sodium 0,l M (intestins d'abeilles), déshydratation dans l'acétone, puis inclusion 

en épon ou araldite. 

Les pièces sont coupées à I'ultramicrotome Reichert Om U2 s u r  couteau de 

diamant. Les coupes recueillies sur grilles parlodionnées ou non sont contrastées par l'acétate 

d'uranyle en solution alcoolique et par le citrate plomb. 





Les préparations sont examinées aux microscopes Hitachi HU 11 E et JEOL CX 

b) Technique de la cryofracture (freeze-etching)(PORCHET et 

TORPIER, 1977; DUBREMETZ et TORPIER, 1977). 

Les morceaux de mésentéron parasité d'abeille sont rincés dans le liquide 

physiologique, puis fixés dans une solution de glutaraldéhyde 2,5% (VIV) en tampon cacodylate 

de sodium 0,1 M (pH 7,2) pendant 1 heure à 4°C. Après fixation, les échantillons sont rincés 

dans le tampon cacodylate 0,1 Ml puis imprégnés pendant 2 heures dans une solution de glycérol 

à 3 0  % (VIV) en tampon cacodylate 0,1 M. Puis les morceaux d'intestin sont déposés sur des 

porte - échantillons pour doubles répliques Balzers. Ils sont alors immédiatement congelés 

pendant une trentaine de secondes à la température de fusion de l'azote liquide (-21 0°C) puis 

conservés dans l'azote liquide. Les fractures sont effectuées à - 120°C sous un vide de 1 0 - ~  mm 

de Hg et les répliques sont réalisées dans un appareil Balzers BAF 3 0 0  équipé d'un système 

d'évaporation à faisceau d'électrons et d'un quartz de mesure étalonné pour un dépôt de 

carbone-platine de 2 0  A puis un dépôt de carbone seul de 80 A. Les répliques sont nettoyées sur 

une solution d'hypochlorite de sodium, puis lavées plusieurs fois dans l'eau distillée et 

recueillies sur des grilles de cuivre 3 0 0  ou 4 0 0  mesh. 

En accord avec la nomenclature de BRANTON et al. (1975), pour chaque 

membrane qui peut être fracturée en deux hemimembranes, la face de fracture de 

I'hémimembrane juxtaposée au cytoplasme, au nucléoplasme ou à la matrice mitochondriale est 

étiquetée P (+ PF), et la face de fracture de I'hémimembrane juxtaposée à I'espace 

extracellulaire, I'espace endoplasmique et I'espace exoplasmique (de DUVE, 1969) est étiquetée 

E (+ EF). Les faces P et E sont donc les deux faces de fracture complémentaires de toute 

membrane biologique. 



CHAPITRE III  

ETUDE DE LA MlCROSPORlDlE NOSEMOIDES VIVIERI, 

HYPERPARASITE DE LA GREGARINE LECUDINA LlNEf 



Fig A , Cycle de Nosemoides vivieri  - 
* Phase végétative : (a), schizonte uninucléé ; (b, c), phase de 

multiplication des schizontes (b 1 e t  formation des sporoblastes ( C )  . 
* Phase sporogonique : (d , el, transformation sporoblastique et 

genèse de la spore ( f  1. 



L'observation des coupes de grégarines parasitées montre un certain nombre de 

stades correspondant aux différentes étapes du développement de la microsporidie. Dms un 

même hôte on peut rencontrer tous les stades du cycle, quoique généralement il y ait une 

prédominance des différents stades de l'une des deux phases du cycle : la phase végétative ou la 

phase sporogonique. 

Le cycle du parasite (Fig.A) débute avec l'entrée du germe infectieux ou 

sporoplasme dans la cellule-hôte et se termine par la formation des spores, formes de 

résistance permettant la dissémination du parasite et qui contiennent ce même sporoplasme. 

Entre les deux, le parasite subit plusieurs cycles cellullaires pendant lesquels il croît et de 

divise : c'est la phase végétative (ou schizogonie ou mérogonie). Le sporoplasme évolue en 

schizonte (ou méronte) qui va se diviser plusieurs fois : c'est la phase de multiplication 

permettant une augmentation considérable du nombre de parasites et l'extension de l'infection. 

Au cours de ces divisions, la caryocinèse précéde souvent la cytodiérèse, ce qui aboutit à la 

formation de stades plurinucléés, pouvant rappeler des figures plasmodiales, qui se sépareront 

d'ailleurs plus tard en cellules simples évoluant en sporoblastes. 

L'évolution de la dernière genération de schizontes en sporoblastes marque le 

début de la phase sporogonique (ou sporogonie ou sporogen&se). Chaque sporoblaste va évoluer 

en une seule spore, et c'est à ce stade de sporoblaste que vont se différencier les différentes 

stuctures de la spore. Celle-ci est donc une forme de résistance abritant le germe infectieux 

(sporoplasme) et les structures (filament polaire, polaroplaste) permettant d'injecter 

celui-ci dans la cellule -hôte lors de l'infestation. 

Le cycle des microsporidies est donc caractérisé par cette dualité des deux 

aspects opposés du cycle : en effet pendant la phase végétative les stades sont des cellules simples 

à structure cellulaire classique, alors que dans la phase sporogonique la spore est une cellule 

hautement différenciée parfaitement adaptée à sa fonction (VAVRA, 1976; VIVIER, 1979). 
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A) - La grégarine-hate 

L'organisme hôte de la microsporidie Nosemoides vivieri est une grégarine 

non cloisonnée, Lecudina linei n.sp. (VINCKIER 1972), hébergée dans les deux tiers 

postérieurs de l'intestin et des diverticules intestinaux (fig.4) du némerte Lineus viridis 

(Fabr.)Johnston. 

Cette grégarine monocystidée, à région antérieure différenciée en mucron 

faisant ventouse à son sommet, appartient à la famille des Lecudinidae très bien étudiée par 

SCHREVEL (1969). Les différentes phases de son cycle (Fig.B) correspondent à celles du cycle 

type du genre Lecudina Mingazzini 1891 établi par SCHREVEL (1969). Ce sporozoaire est 

caractérisé par un trophozoïte de forme allongée, légèrement arquée, à extrémité postérieure 

plus effilée que la région antérieure (fig.5), atteignant 350 à 450 pm de long sur 3 0  à 45 pm 

de large. La syzygie est suivie de mouvements de rotation et I'anisogamie est très marquée, avec 

un gamète femelle sphérique sans flagelle et un gamète mâle plus ou moins conique possédant un 

prolongement flagelliforme. Les kystes sphériques d'environ 120 pm de diamètre comportent un 

nombre élevé de spores ovoïdes de 8 pm sur 4 pm possédant un genre de goulot à I'un des pôles. 

Pendant la phase de croissance, la grégarine vit fixée aux cellules épithéliales 

intestinales de l'hôte (fig.3). L'appareil de fixation, situé à l'extrémité antérieure consiste en 

un mucron apparaissant comme une sphère à paroi lisse non différenciée en plis épicytaires qui 

caractérisent tout le reste de la surface du parasite (fig.1). Puis le trophozoïte va se détacher de 

la paroi intestinale et rester libre dans la lumiére de I'intestin. 

L'architecture de la surface de ce trophozoïte est définie par un épicyte 

différencié en plis épicytaires (fig.1). Ces nombreux plis longitudinaux parcourent la surface 

du protozoaire d'un pôle à l'autre de la grégarine, mucron non compris, et suivent un axe 

longitudinal Iégèrement spiralé dans les deux tiers antérieurs du trophozoïte, spirale qui 



s'accentue vers la région postérieure effilée dont l'extrémité semble avoir subi une torsion de 

presque 180" (figs.1, 3). Ces plis, qui présentent des "ondulations" plus ou moins réguliéres 

suggèrant l'existence de mouvements ondulatoires de I'épicyte, peuvent être étroitement accolés 

en certains endroits et nettement séparés en d'autres (fig2), créant ainsi un réseau irrégulier 

d'une extrémité à l'autre de la grégarine. 

D'un point de vue ultrastructural, l'organisation de la grégarine Lecudina linei 

(fig.6) rappelle celle d'autres Lecudinidae déjà étudiées (SCHREVEL et VIVIER, 1966; VIVIER, 

1968; SCHREVEL, 1969; OUASSI, 1977; OUASSI et PORCHET-HENNERE, 1978). Les plis 

épicytaires, d'environ 0 '7  à 0,9 prn de haut sont limités par une paroi de 500 pm d'épaisseur 

constituée par un complexe trimembranaire (une membrane plasmique externe et un système 

sous-jacent formé en fait par les parois de vésicules aplaties), structure considérée comme 

générale chez de nombreux sporozoaires (VIVIER et Coll., 1970). Le cytoplasme épicytaire, 

d'aspect clair, est généralement dépourvu de toute inclusion. Sous I'épicyte, l'ectoplasme limité 

extérieurement par une couche dense ou "basale", comprend une mince bande de cytoplasme 

d'environ 80 à 100 nm d'épaisseur riche en ribosomes et microtubules; on y rencontre 

également des mitochondries et parfois de rares granules denses. La limite ectoplasme - 

endoplasme est marquée par I'existence d'une strate de nombreuses vacuoles "sous-corticales" à 

contenu homogène souvent très clair. L'endoplasme est caractérisé par la présence de nombreux 

grains de réserves, paraglycogène surtout, mais aussi des inclusions de type 

mucopolysaccharidique, des inclusions lipidiques et des granules denses; on y observe également 

un appareil de Golgi constitué de dictyosomes épars dans le cytoplasme et quelques 

mitochondries. 

C'est dans cet endoplasme que l'on peut rencontrer, chez les grégarines 

parasitées, les différents stades du cycle de la microsporidie Nosemoides vivieri. 



B) - Etude du développement de la microsporidie Nosemoides 

vivieri : morphologie ultrastructurale des différents 

stades du cycle. 

L'observation de coupes fines de la grégarine Lecudina linei a révélé 

l'existence d'une microsporidie dont on a pu étudier les différents stades de développement : 

formes unicucléées et binucléées, sporoblastes et spores. 

Cette étude a fait l'objet de l'article "Etude ultrastructurale du développement 

de la microsporidie Nosema vivieri (V.D. et P. 1970)", Protistologica, 1971, VI1 (2) : 273-287. 

Les formes uninucléées appelées schizontes ou mérontes, plus ou moins isolées 

dans le cytoplasme de I'hôte, sont en contact direct avec celui-ci. Des formes en cours de 

division, correspondant à la phase de multiplication du parasite, sont souvent observées. II peut 

ainsi y avoir plusieurs divisions successives aboutissant à la formation de plusieurs 

générations de schizontes, les stades issus de la dernière génération étant souvent appelés 

sporontes; ceux-ci évolueront en sporoblastes. Au cours de ces divisions, qui s'effectuent 

suivant le type pleuromitose acentriolaire, la caryocinèse précède toujours la cytodiérèse. Ce 

phénomène aboutit a la formation de figures lobées binucléées ou même polynucléées d'où 

s'isoleront progressivement, après un certain nombre de divisions successives, les sporoblastes 

formant des "rosettes" ou groupes d'individus uninucléés. Ceux-ci peuvent se disperser dans le 

cytoplasme de I'hôte ou rester groupés, et dans ce cas on remarque un certain synchronisme 

dans le développement des sporoblastes d'un même groupe. Chaque sporoblaste se transformera 

en une seule spore. 

C'est donc au cours de cette phase sporoblastique que va s'effectuer, à partir de 

vésicules de type golgien, la genèse des différentes structures de la spore : sac polaire, filament 

polaire, polaroplaste et vacuole postérieure. En fin d'évolution, la paroi du sporoblaste 



commence à s'épaissir pour constituer la paroi définitive de la spore. Ces spores sont en grande 

majorité de forme ovoïde, mais en de rares cas nous avons également observé, à côté de ces 

spores ovoïdes classiques, des spores très allongées, en forme de bâtonnet Iégérement arqué. 

Toutes ces spores ont exactement la même structure. Ce phénomène, reste sans explication 

satisfaisante. 

L'étude ultrastructurale du développement de cette microsporidie apporte donc 

des données intéressantes quant à la structure des différentes phases du cycle de ce parasite. Au 

travers de tous les travaux effectués jusqu'à présent, i l  est intéressant de souligner l'unité de 

structure que présente la spore, quelle que soit I'espéce considérée. 



ÉTUDE ULTRASTRUCTURALE 
DU DÉVELOPPEMENT DE LA MICROSPORIDIE NOSEMA VIVIERI 

(V.D. et P. 1970) ** 

D. VINCKIER, G. DEVAUCHELLE et G. PRENSIER 
Laboratoire de Protistologie et Microscopie électronique, Unité de Biologie, 

Faculté des Sciences, 59-Lille, 
et Laboratoire de Biologie animale, 

Faculté des Sciences, 33, rue St-Leu, 80-Amiens (1) 

L'étude ultrastructurale d'une Grégarine monocystidée, nous a permis d'observer le développement d'une Microsporodie 
hrperparasite : Nosema vivieri n. sp. Ainsi, les stades correspondant à la sporogonie ont pu être observés : formes uninucléées, 
sporoblastes et spores. 

Les formes uninucléées, en contact direct avec le cytoplasme de l'hôte sont limitées par une paroi constituée d'une seule 
membrane unitaire. Le cytoplasme est riche en ribosomes, membranes et vésicules ergastoplasmiques. Parfois on peut rencontrer 
un amas de petites vésicules assimilable à un appareil de Golgi. Le noyau est souvent excentré. 

On peut également trouver des formes en cours de division, celle-ci s'effectuant suivant un type pleuromitose acentriolaire. 
Ces divisions aboutissent à la formation de a rosettes D d'individus qui s'isolent progressivement pour former les sporoblastes. 
C'est à ce stade que s'élabore le filament polaire à partir de vésicules golgiemes; il est constitué de 3 zones concentriques. 

Ces sporoblastes évoluent en spores qui sont de 2 types : macrospores et microspores. Seules la taille et la forme semblent 
les différencier. car elles ont la même structure. Elles sont entourées d'une paroi constituée de 3 zones. Le filament polaire, 
issu du sac polaire, traverse le a cavum B et le polaroplaste vésiculeux et s'enroule autour du noyau. Le cytoplasme est riche 
en ribosomes et membranes ergastoplasmiques. A la partie postérieure de la spore se trouve la vacuole postérieure. 

Bien que présentant quelques caractères originaux, les aspects ultrast~cturaux de cette microsporidie sont donc en 
accord avec les travaux précédents effectués sur d'autres Microsporidies. 

SUMMARY 

By studying the ultrastructure of a gregarine Monocystidae, the development of a hyperparasitic Microsporidian, Nosema 
vivieri 11. sp.  has been described. So. the stages of the sporogony were observed : uninucleate cells, sporoblasts and spores. 

Vegetative growth of Nosema vivieri occurs within the cytoplasm of the host. The uninucleate cells are surrounded with 
only a "unit membrane". The cytoplasm structure is dominated by profiles of free ribosomes and ergastoplasmic membranes 
and vesicles. Sometimes an aggregate of small vesicles, classed as a Golgi cornplex, can be found. The nucleus is often 
excentric. 

After repeated nuclear divisions, the sporoblast mother ce11 undergoes delayed cytokinesis and a series or a a rosette D of 
sporoblasts develops. The nuclear division is characterized by the presence of an intact nuclear envelope during the entire 
process and by the absence of centrioles. In the sporoblast, the polar filament is the first apparent system to develop from 
the Golgi - like vesicles; it is constituted by 3 concentric zones. 

These sporoblasts develop in two types of spores : macrospores and microspores. They have the sarne structure and only 
the form and the size seem to distinguish them. They are surrounded with a wall constituted by 3 zones. The polar filament, 
descended from the polar sac, goes across the "cavum" and the vesicular polaroplast, and coils round the nucleus. In the 
cytoplasm there are numerous free ribosomes and ergastoplasmic membranes. The "posterior vacuole" is situated at the 
posterior end of the spore. 

Although showing some original characters, the ultrastructural sights of this Microsporidian agree those of the previous 
studies which have been done on other Microsporidia. 

* Manuscrit reçu le 7-2-71., , 

** Ce travail a bénéficié de 1 aide matérielle du Centre de Recherche sur la cellule (Faculté des Sciences de Lille) et du C.N.R.S. 
(E.R.A., no 184). 



Les premières microsporidies parasites de grégarines 
ont été décrites par LÉGER et DUBOSCQ (1909) à propos 
de Nosema frenzelinae et de Perezia lankesteriae, hyper- 
parasites de Cephaloidophora conformis et Lankesteria 
ascidiae. Cependant, dès 1897, CAULLERY et MESNIL 
ont parlé d'un type nouveau d'organismes (Metchniko- 
vella n. g.)  parasites de grégarines, et ce n'est qu'en 1965 
que VIVIER, étudiant l'ultrastructure de la spore de 
Metchnikovella hovassei, parasite de Lecudina pellucida 
établit l'appartenance des Metchnikovellidae aux Micro- 
sporidies. En 1967, CODREANU, chez une grégarine 
d'éphémère, CORBEL chez une grégarine de gryllide, 
puis HICPEBRAND et VIVIER (1970) chez Lecudina 
tuzetae, ont décrit des microsporidies hyperparasites. 
Déjà en 1908 et 1910, AWERINZEW, étudiant une gré- 
garine parasite de Nemertes, avait trouvé dans cette gré- 
garine de curieuses inclusions dont on peut penser qu'il 
s'agissait d'une microsporidie; nous-mêmes, au cours de 
recherches sur la cytologie des Sporozoaires, parasites 
de Némertes, avons rencontré dans une grégarine mono- 
cystidée, une rnicrosporidie, Nosema vivieri (V. D. et P., 
1970) présentant un certain nombre de caractères ori- 
ginaux. 

Les premières études ultrastructurales de microspori- 
dies ont surtout porté sur la structure de la spore (HUGER, 
1960; KUDO et DANIELS, 1963; LOM et VAVRA, 1963; 
VAVRA, 1965; ISHIHARA, 1968; SPRAGUE et VERNICK, 
1968 ; SPRAGUE, VERNICK et LLOYD, 1968 ; STANIER, 
WOODHOUSE et GRIFPIN, 1968; SCHUBERT, 1969). Cepen- 
dant quelques travaux portent aussi sur les derniers sta- 
des de. la sporogenèse (De PWTORAC, 1962; VAVXA, 
1965; VIVIER, 1965; MANIER et MAURAND, 1966; LOM 
et CORLISS, 1967; SPRAGUE et VERNICK. 1968, 1969; 
COSTE-MARTHIEZ et MANIER, 1968; HILDEBRAND et VI- 
VIER, 1970). SPRAGUE et VERNICK, 1968; SCHUBERT 1969, 
VAVRA et UNDEEN 1970, CODREANU et VAVRA 1970, ont 
fait une étude plus complète du développement des 
sporontes et des spores, et SPRAGUE, VERNICK et LLOYD, 
1968, puis WEIDNER, 1970, ont observé la sporogonie 
presque complète d'une microsporidie. De même, dans 
ce travail nous nous proposons d'étudier le développe- 
ment de la microsporidie Nosema' vivieri, en insistant 
sur certains points particuliers du cycle. 

Le matériel a été récolté à la Station de Biologie 
Maritime de Wirnereux. Les Nemertes parasités, ou les 
grégarines préalablement isolées puis rassemblées au 
fibrinogène, ont été préparées suivant les techniques 
classiques de microscopie électronique : fixation au glu- 
taraldéhyde puis post-fixation osmique dans un tampon 
phosphate, déshydratation à l'acétone et inclusion à 
l'araldite. Les coupes effectuées à l'ultramicrotome 
Porter-Blum sont recueillies sur grilles parlodionnées 
ou non, contrastées à l'acétate d'urane alcoolique et au 

citrate de Plomb (REYNOLDS), puis examinées aux 
microscopes a Siemens Elmiskop 1 A D et a Hitachi 
HU 11 E P. 

OBSERVATIONS 

L'observation des coupes de grégarines parasitées mon- 
tre surtout un certain nombre de stades correspondant 
à la sporogonie de la microsporidie : formes uninucléées, 
binucléées, sporoblastes et spores. Ces différents stades 
semblent d'ailleurs être plus ou moins répartis indiffé- 
remment dans la partie médiane de l'hôte; dans une 
grégarine on rencontre le plus souvent les différents 
stades, les spores étant généralement en plus grand 
nombre (fig. 1). 

Les formes uninucléées 

En contact direct avec le cytoplasme de l'hôte, elles 
sont limitées par une paroi constituée d'une seule mem- 
brane unitaire (fig. 2). De taille variable, allant de 2 à 
3,s p de long sur 1,5 à 3 p de large, elles sont de forme 
plus ou moins ovoïde, le contour étant cependant assez 
irrégulier. Le cytoplasme, pauvre en inclusions, est riche 
en ribosomes; souvent des membranes ergastoplasmiques 
sont disposées en lignes concentriques autour du noyau 
alors qu'un reticulum lisse, parfois dilaté, peut former 
des vacuoles (fig. 2). On peut parfois rencontrer dans 
le cytoplasme un amas de petites vésicules à contenu 
relativement dense et oDaaue aux électrons. assimilable 
à un appareil de Golgi tiès 'primitif; ce golgi ést d'ailleurs 
bien visible dans les stades plus âgés (fig. 6). 

11 ne semble pas y avoir de grains de réserves et nous 
n'avons jamais observé de mitochondries, ce qui parait 
être typique chez les Microsporidies en général. Le 
noyau assez volumineux et toujours excentré montre 
une enveloppe nucléaire typique et un nucléoplasme 
homogène, sans nucléole ni chromatine nettement diffé- 
renciée (fig. 2); il ne semble pas y avoir de centrosome 
typique. Les formes uninucléées semblent toujours plus 
ou moins isolées au sein du cytoplasme de l'hôte. 

Phase de  muliiplicaiion des sporonfes 

A côté des formes uninucléées, nous avons souvent 
rencontré des formes en cours de division, correspondant 
à une phase de multiplication des futurs sporoblastes. 
Ces divisions s'effectuent suivant un type pleuromitose 
acentriolaire : le fuseau, formé de microtubules de 150 Â 
de diamètre environ, traverse tout le noyau et vient 
s'insérer sur une zone épaissie de l'enveloppe nucléaire 
qui semble d'ailleurs s'estomper à cet endroit (fig. 3 et 



FIG. 1. - Coupe transversale de la Grégarine montrant I'épicyte (E) plissé et dans le cytoplasnie les grains de paraglycogène (PB). 
On voit également la Microsporidie à différents sladcs : sporoblate (SP) et spore (S) ( X  8 700). 
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bru 5 - Foime inult~nucleee le plan de coupe passe par ari moina 7 fut~iis sporoblastez ct par le noyau (N) de 2 d'entre eux La 
cytodiéreac semble se fa~re  par « étranglement » (flèçhei) On noterea la présence d'ergastoplasme (el et de nombreuses vésicules (V) 

( . 25 700) 

1) A ce niveau, I'cnveloppe du noyau s'invagine et les 
fibres fusoriales semblent entraîner vers le centre du 
noyau la paroi sur laquel l~ elles s'insèrent, paroi qui 
persiste pendant toute Id durée de la division Au 
sein du nucléoplasme, et disposés le long des fibres 
l~isoii~iles on peut observer quelques amas vraisembla- 
blement chromatiniens (fig 7 et 4) 

Ainsi pendant cette phase de n~ultiplication, on peut 
rencontre1 des formes binuclékes. les deux noyaux pou- 
vant être de nouveau et ~iniultanément en cours de 
division (fig. 4) Cependant nous n'avons pas encore 
observé de sporonte possédant un diplocaryon. c'est-à- 
dire deux noyaux Stroiten~ent accolé\, tel que l'ont décrit 
VAVRA (1 9651, COSTE-MATHIEZ et MANIER ( 1  967), SPRA- 
GUE. VERNICK et LLOYD (1 968), SPRAGUE et VERNICK 
( 19691, WEIDNER (1 970), VAVRA et UNDEEN (1970). 

Le sporonte se divise donc plusieurs fois avant de se 
transformer en sporoblaste. mais il n'est pas encore 
possible de préciser le nombre de divisions successives 
que subissent ces noyaux. Lors de ces divisions, il est 
intéressant de  noter que la caryocinèse précède toujours 
la cytodiérèse, ce qui aboutit à la formation de  figures 
lobées polynucléées dans lesquelles on reconnaît déjà 
les futtirs sporoblastes (fig. 5) .  La cytodiérèse se fait par 
étranglement : la membrane cellulaire s'invagine et sem- 
ble s'épaissir à ce niveau. les deux invaginations allant 
à la rencontre l'une de l'autre (fig. 4); ces divisions, qui 
se font dans n'importe quel plan de l'espace, avec déca- 
lage entre caryocinèse et cytodiérèse, aboutissent à la 
formation de c< rosettes » ou de groupes d'individus 
apparemment uninucléés (fig. 6, 7, 8). E n  s'isolant pro- 
gressivement, ces sporoblastes laissent entre eux des 

FIG. 2. - Une forme uninucléée avec son noyau (N) en début de division (les fibres fusoriales sont indiquées par des flèches) 
entourées de deux membranes unitaires et dans le cytoplasme quelques lames d'ergastoplasme (e) ( X  26 000). 

FIG. 3. - Le f u ~ e a u  de division d'un noyau (N) avec les fibres fusoriales (f) s'insèrent sur la membrane nucléaire (flèches) et les 
amas chromatiens (c) (X 41 000). 

FIG. 4. - Une forme binucléée avec ses deux noyaux (N) en cours de division. Dans les noyaux on voit les fibres du fuseau (f) et des 
amas chromatiniens (c). Une flèche indique le point d'insertion des fibres fusoriales sur la membrane nucléaire (X 38 000). 



Frc;. 6 .  - Jeunes sporoblastes (sp) disposés en file ou en « rosette » avec entre eux des formations vésiculaires (flèches); dans cetratna 
on voit le noyau (N) et le5 vésicules golgiennes (g) (X 30 400). 

FIG. 7. - Sporoblastes plus 5gés avec le noyau (N) et les vésicules golgiennes (g) élaborant le filament polaire (FP) (X 22 000). 



FIG. 8. - Sporoblastcs uii le filarncnt polaire (FI') cil  élabore el appariiion <lu polaroplasLe laiiiellaire (Pl) et de la  vaciiole postérieure (vp). 
Tous les sporoplastes de la a rosrtie >> aoni au iiiSnie stadc de dévclopperiicnt. avec, entre eux, des forinations vésiculaires (flèches) 

(.-' 16 000). 

iorniations plus ou nioins v@\iculaires à paroi mince 
(fig. 6 et 8). C'est à ce stade que coninience à s'élaborer 
Ir filanien( polaire ifig. 6, 7 et 8). 

Les SporoblasIes 

Une fois bien individualisés, les sporoblastcs peiivent 
se disperser iians le cytoplasme de l'hôte, ou rester grou- 
pés. Dans ce cas. i l  est intkressant de noter que tous les 
indivicliis semblent étre au même stade de développe- 
ment (fig. 6, 7. 81: i l  y aurait donc Lin syrichronisme 
dans le développernent des sporoblastes d'un même 
groupe. 

Dans les jeunes sporoblastes on rencontre. près du 
noyau le plus souvent, Lin groupe cle vésic~iles à contenu 
légèrement opaque aux électrons et assiiliilable selon 
VAVRA (1965) à un appareil de Golgi (fig. 6). Ces vési- 
cules paraissent êtrc à I'origirie du filament polaire (1). 

Le filament polaire semble se former par coalescence 
des vésicules golgiennes (fig. 9, 10 et 11). Tout d'abord, 
au contact dti golgi, apparaît une zone relativement dense 
limitée par une membrane et se trouvant toujours dans 
Line légère dépression du noyau (fig. 9); cette zone est 

(1) L'origine e t  la formation clétaillie du filament polaire 
feront l'objet d'yn prochain travail. 

à l'origine du sac polaire où viendra s'insérer le filament 
(hg. 10). Ce dernier, également d'origine golgienne 
semble se foriiier par coalescence des petites vésicules 
qui se disposent en manchon cylindrique englobant la 
zone centrale clense du Filament (fig. 7, 10 et I I ) ;  à ce 
stade. le filament polaire présente donc 3 zones concen- 
triques : une zone externe opaque aux électrons, en- 
dessous une zone claire, et un  centre dense (fig. 10 et 
I l ) .  En ce qui concerne l'insertion du filament sur le 
sac polaire (f ig. IO), nos observations ne nous permettent 
pas encore de  préciser exactenient la structure de cette 
jonction 

Le sac polaire va ensuite s'aplatir et prendre la forme 
d'une « ancre » tandis qu'une structure nouvelle, le 
polaroplaste se différencie (fig. S et 12); ce dernier sem- 
ble constitué de 2 parties : le polaroplaste lamellaire et 
le polaroplaste vésiciileux. Le polaroplaste lamellaire 
est constituk par un « empilement » de  membranes qui 
viennent se placer sous le sac polaire et englobent le 
départ d ~ i  filatnent (fig. 12); cet empilement, qui est 
lâche au début, se resserre de plus en plus au  fur et à 
mesure de l'évolution du sporoblaste (fig. 13) pour 
aboutir dans la spore à une structure lamellaire compacte 
correspondant au « cavum » décrit par SPRAGUE, VER- 
NICK et LLOYD, 1968 (fig. 15, 16 et 17). Simultanément 
à cette différenciation, apparaît entre le noyau et le 
polaroplaste lamellaire, et plus ou  moins englobé par ce 
dernier, un amas de petites vésicules constituant le pola- 
roplaste vésiculeux (fig. 12, 13, 161. 





FIG. 12. - Forination, entre le sac polaire (spo) et le noyau ( N )  du polaroplaste lainellaire (Pl) et du polaroplaste vésiculeux (Pv) 
(i 32 800). 

FIG. 13 - Sporoblaste à un stade avancé. La paroi (P) commencc B s'épaissir. Le polaroplaste lamellaire (PI) devient plus compact 
et formera le « cavum »; ce dcr~iiei- englobe le polaroplaste vésiculeux (Pv). Le filament polaire (FP) s'enroule autour du noyau (N) 

(X 35 800). 

E n  même temps que se différencie le polaroplaste, 
apparaît au pôle opposé du sporoblaste, la « vacuole 
postérieure » opaque aux électrons, décrite par SPRAGUE, 
VERNICK et L.LOYD (1968). et retrouvée chez d'autres 
espèces (SPRAGUE et VERNICK, 1969 et SCHUBERT, 1969) 
(fig. 8, 15 et 16). Si elle semble morcelée dans le sporo- 
blaste (fig. 8), clle devient uniqcie dans la spore (fig. 15 
et 16). 

Les spores 

En fin d'évolution, la paroi du sporoblaste commence 
à s'épaissir : une couche dense vient s'apposer sur la 
face externe de la membrane cytoplasmique (fig. 13). 
Puis lors de la trarisformation en spore, une zone plus 
claire vient s'inskrer entre cette zone dense et la mem- 
brane du  sporoblaste (fig. 15, 16, 17 et 18). Ainsi la 

paroi de la spore est constituke de 3 parties : une zone 
externe sombre d'environ 450 A d'épaisseur, puis une 
zone claire de 300 A et la membrane cytoplasmique 
(fig. 15, 16, 17, 18). Comme cela a déjà été signalé chez 
les Microsporidies, pour une même espèce, nous avons 
trouvé ici des spores de taille très différente : des macro- 
spores et des microspores. Les macrospores, très allongées 
mesurent environ 6 y d e  long sur 0,7 p de  large (fig. 14 
et 15). Les nlicrospores, de forme ovoïde ont un grand 
et un petit diamètre atteignant respectivement 2.7 p et 
1,2 y. Les macrospores et les microspores semblent avoir 
la même structure. 

1-e filument polaire qui mesure 850 à 900 A de dia- 
mètre, s'insère à la partie supérieure au niveau du sac 
polaire, puis descend suivant le grand axe et vient 
s'enrouler, à la sortie de  la zone délimitée par le pola- 
roplaste lamellaire. autour du noyau situé dans la partie 
postérieure de la spore. Sous le sac polaire le polaro- 
plaste lamellaire. devenu plus compact et ayant environ 

FIG. 9. - Formation, sous le noyau (N), du sac polaire (spo) à partir des vésicules golgiennes (g) (X 25 000). 

FIG. 10. - Vue montrant le sac polaire (spo) avec le départ du filament polaiie (FP), celui-ci est constitué de 3 zone5 (flèches) 
(A  60 000) 

FIG. 11.  - Formation du filament polaire (FP) à partir des vésicules golgiennes (g). Le filament polaire est constitué de 3 zones 
concentriques (flèches) (X 40 200). 





FIG. 17. - Coupe oblique dans une iiiicrospore montrant l'enruuletiient hélicoïdal du filament polaire (PP); celui-ci. issu du sac polaire 
(spo). avant de s'enrouler, traverse les polaroplastes lamellaires (Pl) et vésiculeux (Pv) (X 55 400). 

FIG. 18. - Coupe oblique dans la partie postérieuie d'une inicrospore nioritrant le filanient polaire (FP) et des inenxbran% ergastoplas- 
miqucs (e) (X 66 800) 

0.1 p d'épaisseur prend une forme de cloche entourant 
la moitié antérieure du cytoplasme y compris le polaro- 
plaste vésiculeux (fig. 16 et  17). Presque la totalité du 
filament polaire se trouve donc dans la moitié posté- 
rieure de la n~icrospore et dans la partie médiane de 
la macrospore; le cytoplasme y apparaît constitué exclu- 
sivement de membranes ergastoplasmiques et de ribo- 
somes (fig. 15 et 18); on n'y distingue jamais ni appa- 
reil de Golgi ni mitochondries. A l'extrémité postérieure 
de la spore se trouve « la vacuole postérieure P. 

DISCUSSION 

D'après les différentes phases du cycle de cette micro- 
sporidie, celle-ci semble donc bien être une Nosematidae 

d ~ i  genre Nosenia : i l  n'y a pas de pansporoblastes for- 
mant plusieurs spores, mais un seul sporoblaste qui 
donne toujours une seule spore; celle-ci, pouvant être 
de 2 types, microspore ovoïde ou macrospore très allon- 
gée, n'est pourvue que d'un seul filament polaire. Sa 
taille étant plus grande que chez Nosema frenzelinae 
et l'hôte étant ici une grégarine Monocystidée, il s'agit 
bien d'une espèce différente de celle-ci. 

Dans l'ensemble. les aspects ultrastructiiraux que nous 
avons envisagés ici sont eri accord avec les travaux pré- 
cédents effectués sur Noser>za spelotretrzae par STANIER 
et coll. [54], sur Nosetna sp. par SPRAGUE et coll. [52], 
sur Nosetna tlelsoni et Gl~tgea sp., par SPRAGUE et VER- 
NICIC [51, 491, sur plusieurs espèces du genre Tlielohania, 
Plistophora ou Mrnzekia, sur Cactdospora sitnirlii et sur 
Noser)~a nlgerne par VAVRA [56, 58, 59, 601, sur Mraze- 
kia l ~ t t ~ h r i c l ~ l i  par de PUYTORAC [38, 391, sur Metchni- 
kovella hovnssei par VIVIER [63, 641, sur Metchnikovella 

FIG. 14. - Les macrospores : vue d'ensemble ( X  5 300). 

FIG. 15 et 16. - Couve longitudinale d'une macrospore et d'une microspore. La paroi (P) est constituée de 3 zones. Le polaroplaste 
lamellaire (Pl) ou « cavum » devenu compact, a la forme d'une cloche, dans laquelle se trouve le polaroplaste vésiculeux (Pv) et où 
passe le filament polaire (FP). A l'extrémité postérieure se trouve la vacuole postérieure (vp). Dans le cytoplasme, des membranes 

ergastoplasmiques (e) (X 24 000 et x 33 000). 



»:ohlJarthi par HILDEBRAND et VIVIER [18], sur Plisfo- 
phora .\itt~ulii par NO AU RAND [33] sur Nosetna orthodadii 
par COSTE-MATHIEZ et MANIER [12], sur Heterosporis 
finki par SCHUBERT [43, 441, sur Shelohania trichostu- 
giae, Thc~lollriniu hicortex et Congourdella rhyacophilac 
par B A L ' D O I ~  [Il, sur N O S P I ~ I U  .sp. par WEIDNER [66] et 
sur ï ' c l o i t ~ ~ . ~ a  ~ ~ l u , ~ ~ e i J » r ~ ~ l i . s  par CODREANU et VAVKA [ I O ] .  
Cependant quelq~ies particularités niéritent d'être souli- 
gnées : I'existerice [l'une paroi forniee par une seule 
nieriihrane iinitiiire en contact direct avec le cytoplasme 
de I'hOte. la structure du filament polaire qui, lors de 
sa forniation. possède Lin diamètre plus grand que dans 
lu spore. et l'existence de 2 types de spores. 

En effet, chez Noseilirr i~iijic~ri, pendant une grande 
partie de la sporogonie, la cellule n'est liinitée que par 
une paroi constituée de la seule iiienibrane unitaire; 
celle-ci est en contrict direct avec le cytoplasme de l'hôte 
et s;ins aucune relation avec lui contrairenierit à d'autres 
Noseniatidae dont la cclliile se trouve dans une vacuole 
(observations personnelles); cette paroi ne commence à 
s'épaissir que chcz les sporoblastes âgés, en fin d'évolii- 
lion. Chez No.s(,trra ri1,pcrnc~ [ho]. dès les plus jeunes 
stades. une couche dense de niatériel amorphe recouvre 
la nicnibriine unitaire: i l  en est de même chez No.sotia 
.sp 1521 où le sporohlastc est recouvert d'une pellicule 
extranienibranairc dcnsc avec dcs niicrotiihules disposés 
pcrpcndiculairenient à la surface du parasite; chez Glir- 
gca sp. 1391. In membrane de I;i f~itiire « vaciiole de spo- 
rogenèsc >> entoure toiit le p;ir;isitc, ceci étant caracté- 
ristiq~ic des st;ides de plasniodes: de iiifnie chez Ics 
Mctcl ir i iko1~~~11i~Ia~~ [ I S ,  63 .  641. les sporoblastes se trou- 
vent dans iiiie « vacuole p~irasit;iire » considérée comme 
pnnsporoblaste. 

Chez diverses Noseniatidae. notamment chez Noscina 
.sp. 1521, No.vettia ricl.soni [ S  1 1, et Noscrria algcrac [60], 
les auteurs ont observé après la forme uninucléée, un 
stade à « diplocaryon ». c'est-à-dire à 2 noyaux accolés; 
chez hlo.rc~ina i,ii,icri. nous n';ivoris pas observé ce « diplo- 
caryon >). niais seule la tcchniquc des coupes sériées 
pourrait peut-ftrc iioiis donncr des précisions sur ce 
point. 

Nolis n'avons pas observé les tubules que VAVRA [561 
et BAUDOIN [3] ont rencontré dans le pansporoblaste [lu 
genre ï'hcloliatiia. Cependant i l  faut remarquer les petites 
vésicules se trouvant entrc les sporoblastes issus des divi- 
sions. d'unc nifnic forme uniniicléfc: ces vésicules se 
fornieraient lors de la cytc~diérèsc précédant l'individua- 
lisation dc ces sporoblastes. 11 est également intéressant 
de noter que ces dcrniers ont un stade de développe- 
iiient identique pour les individus d'unc niénie « rosette », 
c'est-à-dire issus d'un n ~ é n ~ e  sporonte ct il y aura 
d'ailleurs synchronisnie dans leur évolution ultérieure. 

Un autre phénomène iniportant est la diminution d e  
diamètre du filament polaire: lors de sa formation. à 
partir des vésicules golgiennes. dans le jeune sporo- 
blaste, i l  possède un diamètre d'environ 1 100 A, dia- 
mètre qui. dans la spore ne fait plus que 900 A. D'après 
nos observations. ce filament polaire acquiert son dia- 
mètre définitif. celui qu'il aura dans la spore, lorsque 
le polaroplaste lamellaire se forme. Cependant. i l  est 
probable que. comme VAVRA l'avait déjà supposé dès 
1965 [56]. le filament polaire et ménic les polaroplastes 

lainellaire et vésiculeux tirent leur origine d'une struc- 
ture identique à l'appareil de Golgi. 

Dans les fornies uninucléées, nous avons observé des 
lanles d'ergastoplasnie que nous avons retrouvées dans 
les spores. II est intéressant de noter à ce propos, l'ana- 
logie qui existe entrc la formation des sporoblastes et 
l'origine dii Golgi, et la formation et l'évolution des 
sperniatide> d'Oligochètes, notaninient d'Eisc,riia f o t 4 -  
(lu [53J: par exeinplc Ir1 figure 5 rappelle le . baurgeoii- 
nenient » d'une spcrinatide à partir du cytophore, et 1 2 1  

disposition en « rosette >> des sporoblastes ressemble à 
celle des sperniatides autour du cytophorc central. 

I I  scnible quc la structiii-e de la spore. iiiicrospore ou 
iiiacrospore. vai-ie pcii d'une esphce à une autre. I>;r paroi 
coniprenti donc la nicnibrane cytoplasniique et une zone 
dense externe scparies par une zone claire. Le cyto- 
plaïriie de la spore seiiible divisé en 2 parties. Liiie par- 
tie :intérieiire, comprenant Ic sac polaire et le polaro- 
pl;iste I;inicll;iire oii << c:ivuni » qui englobc le polaro- 
plaste vésiculciix, et une partie postérieure oii le fila- 
iiient polaire s'enroule,, en htlicc tiiitour dit noyau; cc 
cytoplasme est riche en ribosonies ct nienibrnncs ergasto- 
pliisniiq~ics, surtout dans 1;i niacrosporc. A l'extrémité de 
1;i spore, se troiive I L I  vacuole pos~érieure, déjà décriic 
par divers ziiiteiirs. et ciont Ic r6lc cst inconnu. Le r6lc 
[ILI « c;ivuni >' est égalcnient incoiiriii niais pcut-6tre 
sert-il de charpente :ILI filaniciit polaire. Mais Ic point 
particulier intéressant est l'existence. dans cctte mfiiic 
espèce. de spores de taille difffrentc: les niicrospores et 
Ics nizicrospores. I I  ne nous est pas encore possible de 
donner ~ i n c  expli~;itioii ii CC phénoinènc qui a déjà été 
hignole chcz d';iiitres Microsporirlies. Ainsi chcz ï'hclo- 
hcitiia oi7cito et I'/i.s/ophorri c~hrerlhaiorli 1361, les niitcurs 
pensent qiie le polymorphisme des spores est en rapport 
avec iinc rlif1'trenci;ition pliis oii riioins précoce des sporo- 
hlastcs dans le p;insporohlnste : en etTet les pansporo- 
hlastcs tétrasporés donnent de plus grandes spores que 
les pansporoblastes octosporés ou polysporés; niais ici 
cctte explic:tti»n n'est plus valable, chaque pansporo- 
blastc ne donnant qu'un seul sporoblastc. cc dernier ne 
donnant q~i 'une  seule spore. Chez G l u ~ e a  darzilew.skyi 
ct Yli.stopliora h ~ i f o n i ~ ,  i l  y ilur;~it une double sporo- 
genèse. l'une n1acronuclé6e, l'autre micronucl6éc: celle- 
ci serait de nature parthenogénétique. Mais chez Nosrtrla 
t~ii~ieri .  les niicrospores sont bcaiicoup plus nonibreuses 
que les niiicrospores et cc sont celles que l'on trouve 
coniniuni.nicnt, tandis que nous n'avons troiivé les 
niacrospores que dans quelques cas seulenient; les micro- 
spores semblent donc étre ici le résultat normal de la 
\porogenèsc. 

I I  apparaît donc que l'étude ultrastructurale du déve- 
loppenient des Microsporidies apporte des données inté- 
ressantes quant à la sporogonie de ces parasites. Au 
travers de tous les travaux faits jusqu'à présent, i l  est 
remarquable de constater l'unité de structure que pré- 
sente la spore, quelle que soit l'espèce considérée. Et 
nienie s'il existe des différences quant à l'interprétation 
des différents stades, c'est que I'ultrastructure des Micro- 
sporidies est encore mal connue: et avec le développe- 
nient des recherches en ce sens, il faudra probablement 
aussi reconsidérer la taxonomie de ces parasites qui 
jusqu'alors était uniquement basée sur ces données de  
la niicroscopie photonique. 
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C) - Un exemple de différenciation cellulaire. Etude de la 

différenciation sporoblastique et genèse des différentes 

structures de la spore chez la microsporidie Nosemoides vivieri. 

Cette étude a fait l'objet de l'article : "Nosemoides gen.n., N.vivieri (V.D. et 

P., 1970) comb.nov.(Microsporidie); Etude de la diffdrenciation sporoblastique et genèse des 

différentes structures de la spore", The Journal of Protozoology, 1975, 22 (2) : 170-184. 

Chez les microsporidies du genre Nosema, chaque sporoblaste évolue en une 

seule spore dont les différents organites vont se différencier au cours de cette transformation 

sporoblastique. 

Dans le jeune sporoblaste apparaît, près du noyau, un amas de petites 

vésicules, à contenu plus ou moins dense, assimilable 21 un appareil de Golgi primitif. Ces 

vésicules de type golgien sont à i'origine du filament polaire dont i'élaboration semble débuter 

par l'apparition dans le cytoplasme, d'une grande "vésicule" limitée par une membrane de type 

unitaire et située entre le noyau, dans une dépression de l'enveloppe nucléaire, et les vésicules 

golgiennes. Cette vésicule périnucléaire deviendra le sac polaire. Le filament polaire se forme 

par coalescence de ces vésicules golgiennes qui se disposent en un manchon cylindrique 

entourant la zone centrale dense du filament. D'environ 110 nm de diamètre il est constitué de 

trois zones concentriques : une zone externe limitée par une membrane unitaire, puis vers le 

centre une zone claire et au centre un axe opaque aux électrons. Pendant l'élaboration du 

filament polaire, le sac polaire dont le contenu s'opacifie de plus en plus, migre au pôle 

antérieur de la cellule tandis que le noyau est repoussé dans la moitié postérieure. 

Le polaroplaste lamellaire se différencie alors, englobant de nombreuses 

petites vésicules qui vont constituer le polaroplaste vésiculaire. Dans le sporoblaste, au pôle 

opposé au sac polaire, se forme également par coalescence de vésicules golgiennes, la vacuole 



postérieure. Le filament polaire,de 90 - 95 nm de diamètre, est limité par une seule membrane 

de type unitaire. En fin de sporogenèse, le sporoblaste prend une forme ovoïde et sa paroi 

s'épaissit : la spore a acquis sa structure définitive. Dans cette spore, qui constitue à la fois le 

germe infectieux et une forme de résistance, on observe donc deux types de structure : la 

sporoplasme avec le noyau et un cytoplasme riche en ribosomes et en réticulum endoplasmique, 

et les organites constituant le mécanisme d'infection qui permettra d'injecter ce sporoplasme 

dans la cellule-hôte : sac polaire, filament polaire, polaroplaste et vacuole postérieure. II est 

remarquable de constater que ces organites semblent issus d'un système membranaire continu 

provenant des vésicules golgiennes. II semblerait que la vacuole postérieure soit en relation 

avec le filament polaire et pourrait même constituer l'extrémité distale renflée de celui-ci. Ce 

système membranaire continu pourrait constituer une explication au mécanisme d'évagination 

du filament polaire lors de l'infestation. 



Nosemoides gen. n., N. ViVMT (Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970) 
comb. nov. (Microsporidie); Etude de la Différenciation Sporoblastique et 

Genèse des Différentes Structures de la Spore* 

D. VINCKIER 

Laboratoire de Protistologie et Microscopie Electronique, Université des Sciences et Techniques de Lille 1, B. P. 36, 
59 650-Villeneuve a s c q ,  France 

RESUME. Nous proposons le genre nouveau Nosemoides gen. n. pour i'espèce microsporidienne auparavant classée dans le 
genre Nosema, comme N. uiuieri Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970. Ainsi, nous proposons Nosemoides uiuieri (Vinckier, 
Devaucklle & Prensier) comb. nov. pour cette espèce, hyperparasite d'une grégarine monocystidée intestinale du némerte 
Lineus uiridis (Fabricius) Johnston. L'étude ultrastructurale de N. uiuieri nous a permis de préciser l'organitogenèse de la 
spore de ce protozoaire. Nous avons pu suivre en particulier, l'évolution de vésicules de type "golgien" et voir ainsi leur rôle 
dans la genèse du filament polaire. 

Les stades végétatifs uninucléés (schizontes) se divisent plusieurs fois pour donner naissance aux sporoblastes. Puis chaque 
sporoblaste évolue en une seule spore. 

Dans le jeune sporoblaste apparaît, près du noyau, un amas de petites vésicules à contenu plus ou moins dense assimilable 
à un appareil de Golgi primitif. Ces vésicules de type "golgien" sont à l'origine du filament polaire dont l'élaboration semble 
débuter par l'apparition dans le cytoplasme, d'une grande "vésicule" limitée par une membrane de type unitaire, et située entre 
le noyau, dans une dépression de l'enveloppe nucléaire, et les vésicules "golgiennes." Cette vésicule périnucléaire deviendra le 
sac polaire. Le filament polaire se forme par coalescence de ces vésicules "golgiennes" qui se disposent en manchon cylindrique 
entourant la zone centrale dense du filament. D'environ 110 nm de diamètre, il est constitué de 3 zones concentriques: une 
zone externe limitée de part et d'autre par une membrane unitaire, puis vers le centre une zone claire et au milieu un axe 
opaque aux électrons. Lorsque le filament polaire est ainsi élaboré, le sac polaire dont le contenu s'opacifie de plus en plus, 
migre au pôle antérieur de la cellule tandis que le noyau est repoussé dans la moitié postérieure. Le polaroplaste lamellaire 
se différencie alors, englobant de nombreuses petites vésicules constituant le polaroplaste vésiculaire. Au pôle du sporoblaste 
opposé au sac polaire se forme, également par coalescence de vésicules d'allure golgienne, la vacuole postérieure. Le filament 
polaire de 90-95 nm de diamètre n'est plus limité que par une seule membrane de type unitaire. En fin de sporogenèse, la 
paroi du sporoblaste, qui a pris une forme ovoide, s'épaissit: la spore a acquis sa structure définitive. 

Dans la discussion, après avoir rappelé les caractéristiques essentielles de la cytologie du sporoblaste et de l'organitogenèse de 
la spore de N. uiuieri et souligné les points encore obscurs, la position systématique du Nosemoides gen. n. est examinée. 

SYNOPSIS. A new genus, Nosemoides gen. nov. is proposed for the microsporidan species previously placed in the genus 
Nosema, as N. uiuieri Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970. Thus Nosemoides uiuieri (Vinckier, Devauchelle & Prensier) 
comb. nov. is established for this species, hyperparasitic in an intestinal monocystid gregarine of the nemertean Lineus uiridis 
(Fabricius) Johnston. An ultrastructural study of N. uiuieri allowed us to describe in detail its sporogony. In particular, we 

were able to follow the development of Golgi-type vesicles and to observe their role in the formation of the polar filament. 
The uninucleate vegetative stages (schizonts) divide several times before giving risc to sporoblasts, each of which develops into 

a single spore. 
In the young sporoblasts there appears near the nucleus an accumulation of small vesicles, with more or less dense contents, 

comparable to a primitive Golgi apparatus. These Golgi-type vesicles are the source of the polar filament, whose formation 
appears to commence with the appearance in the cytoplasm of a large "vesicle" delimited by a unit-type membrane. This 
vesicle, lodged in a depression of the nuclear envelope, is situated between the nucleus and the Golgi-like vesicles. The peri- 
nuclear vesicle becomes the polar sac. The polar filament is formed by coalescence of the Golgi-like vesicles which arrange 
themselves into a cylindrical sleeve surrounding the central dense zone of the filament. The sleeve, .- 110 nm in diameter, con- 
sists of 3 concentric zones: an external zone, limited on both sides by unit membranes; an intermediate clear zone; and a cen- 
tral electron-dense core. When the polar filament is thus elaborated, the polar sac, whose contents become progressively more 
opaque, migrates to the anterior pole of the cell, while the nucleus is pushed into the posterior part. The lamellar polaroplast 
becomes differentiated, encircling numerous small vesicles that constitute the vesicular polaroplast. At the pole of the sporoblast 
opposite to the sac there forms a posterior vacuole, also by coalescence of the Golgi-iype vesicles. The polar filament, 90-95 nm 
in diameter, is limited by a single unit-type membrane. At the end of sporogenesis, the sporoblast wall, which has assumed an 
ovoid shape, thickens-the spore has acquired its definitive structure. 

The essential characteristics of sporoblast cytology and the development of the spore are recapitulated in the discussion 
which is concerned also with the still obscure points of this development. Finally the systematic position of Nosemoides gen. n. 
is examined. 

Index Key Words: Nosemoides gen. n.; Nosemoides uiuieri (Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970) comb. nov.; microspori- 
dan; hyperparasite in intestinal gregarine of Lineus uiridis; sporoblast sporogony; spore; electron microscopy; taxonomy. 

L ES grégarines, protozoaires parasites obligatoires peuvent à grégarines; or on sait depuis les travaux de Vivier (55) que les 
leur tour être parasitées par d'autres protozoaires. De tels Metchnikovellidae sont en fait des microsporidies. Cependant les 

cas d'hyperparasitisme sont connus au moins depuis 1897, date premières microsporidies parasites de grégarines, appartenant aux 
à laquelle Caullery & Mesnii ( 5 )  ont décrit le genre Metch- genres Nosema et Perezia ont été décrites en 1909 par Léger & 
nikouella comme type nouveau de microorganismes parasites de Duboscq (19, 20).  Puis de 1909 à 1955, de nombreuses autres 

microsporidies des genres Metchnikouella, Amphiamblys, Amphi- 

+ ~~~~~i~ effectué avec l'aide matérielle du N. R. S. (E. R. A. acantha, ont été observées essentiellement chez des grégarines 
no 184). de polychètes. Plus récemment Codreanu (6)  et Corbel (8) ont 
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évoluc en une seule spore ( f ) .  
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c%iiirr Ir iioynii. d:iiis iiiir clCprrssion clc ctxliii-ci. CL iiii :iiiias tlr 

v6siciilrs golgic~iiiirs ii cciiitriiii rclativciiicnt tI(.iisc (1:iys. -1, G!. 
I l  est iiitCi.es<:iiit cl(, rri1i:irrjiirr t111'ii rix si:icl(* l':i\l)cct tlii co~iirilii 

(Ir ccttt8 "c;i\.itC" rc~ssciiil~lc 6ir;inyc~iiiciit ii ccliii tiii iiiicl6o~>l;isiiie 

ciipCc 1x11. ciii iri;itCrirl pliis tlciisc qiic 1~ cytcrl>l;isnic rii\~iroiiiiniit 

'Fi:,.. -1-7. 3, 10. 1 2 ) .  C:c. ~>i.c'iiiic'i. org;iiiiic cil \.ni? d r  cliffCrc:iici;i- 

tioii est rii irlniioii :i\.c'c iiiir yr;iiidi. v:iciicrl(~ ii coiiiciiii ti.Cs 
<:l:iii. rt sC1xii.C cl(, 1.r cIci~iii(~r p:ir I I I I  1)riit C t r : i i i ~ I ~ ~ ~ i l ~ i l i  (1:i:s. 
.-I. 7 ) .  ( : ( - I I ( -  \~;iciiolc p;ii.;iît ïti.c tlisl>osC(* I;iiCr;ilriiicii p;ii- i.:il>pori 



Fis. 2 .  Fortrie uninurlbte (schizonte) dorit Ir noyau ( N j  cil voie cle division prCsctite clcs fibres fusori,iles i f ) .  Près dc l'iiiveloppc 
nucléaire ( E n ) .  on rein;irqiie iin ariias de pctitcs vésicules ifl+chei. 25 -100. 

17igs. 3-6. 1Org.iiiitogcnèsc rie 13 sp0i.c.-/ 3.  Jeiine spciroblaste. Dans Ir cytopinsrric. près d u  noyau (X I .  ori riotc i i r i  amas tle 
vésiculcs plus ou nioiiis grandes iflèches). i< 35 700. LE. Jcuiic spcirohlaste. L'blahorntiori clii filalrient polaire st.iiihlr comriirri<-rr p;iï 
1';ippnrition dans le cyiopl:isnir. cl'~iiiï gr~incle "\ tsiriile" (sp situGe entre le noyai1 (TV). d:iiis Lin[* dGprcssioii de  l'cnvcloppc nticl6airc 
( E n )  ct uri amas cle pctites vésiciiles golgieiiiirs ( G )  à coriteri~i très derise. Ik t t c  grande '.vCsiculcs" (sp) cst à l'origiiic ciu sac polairr. 
X 36 000. 5. Ce fiitiir sac p o l a i r ~  i sp) est eri rclntioti. c1'1ine part avec uiie graiide v:rcuole ( v )  à rontenti clnir. et d'nutre part avec les 
petites vésiculcs golgicnnes à contenu cleiise ( G ) .  X 35 500. 6. 1.e contenu dli fu t~i r  sac po1;iii.e I sp! dcviriit ~slus clrrisc. Cln rcrriarqtic 
égalcriielit pr ts  cles ~-i.sicilles g~jlgieiiiics ( G )  uri ;iiitrc nrii;is de pctires vfsiculrs (flèche). X ,12 2110. 



Figs. 7-10. [Organitogcnèse dc la spore: formatiori clu filiirileiit polaire.] 7, 8. ALI ni\;eau des \~Ssicules golgiennes ( G )  se forriic 
le filament polaire (PP) ,  taridis qiie le sac polaire reste cri relation avec Urie graride vac.uole ( v )  et les vGsicules golgienries ( G ) ,  près 
clesqiiclles oii trouve souvent i i r i  autre ;trilas de petites vésicules (flèche, Fig. O ) .  Fig. 7, X 48 0110; Fig. 8, X 41 000. 9, 10. Le filament 
polaire ( F P ) ,  au début de sa forniatioii. pbnètre dans le sac polaire [sp) oii il s'insérera (z i ) .  Fiç. 9$ 46 000; Fig. 10, X 54 000. 
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A'os~moides uiuieri: DIFFERENCIATION SPOROBL.~STIQUE 

Figs. 11-14,. [Organitogrnèse de la sporc: le filanient ct le sac polaire.] 11-13. Lc contenu du sac polaire (sp) dcvierit cle plus 
en plus dcrisc. La riiernbr;ine externe du filanient cst en continuité avec cellc du sac polaire (sp) oii pénètrc la zone ceritrale ( x i )  plus 
clcnse du filanient (FP) qui s'élargit à ce ilivcau. Le filanient polaire (FP) est constitué dc 3 zones (ze, zni. zc).  Fig. I l ,  X 48 000; 
Fig. 12: X 51 000: Fig. 13> X 40 600. 14. Lc filanient polaire (FP)  se foimc par juxtaposition et coalesceiice dcs vésiciiles golgiennes 
(vg) .  Ce filament est fornié de 3 zones: une zone centrale dense ( z c ) ,  une zorie moyerine claire (zm) et une zone externe (ze) con- 
s t i t u é ~  dc 3 membranes unitaires. x 4-1 300. 



Figs. 15-19. [Oqanitoge~ièsc cle II  spure: Ir fillrilcrlt et le sac polaire] 1 5  1 6  Foriiiatioti dit filnnieiit l~ol i i re  (,FP) yar conlrs- 
cence des résiculcs golgieiiries (vgi.  IJe filariient est toujoiirs lorrné de 3 zorics (zc,  ziii, z r ) .  0 1 1  remarque (Fiç. 16) pres de l eriveloppe 
nuclGaire (En) .  iin autre ainas de petites v6sicules ![lèclie). Fig. 15, X 56 700: Fiy. 16, X 61) 100. 17. Zone d'irisertion (zi) du  filn- 
rnent (FP)  sur le sac polaire (sp) avec rcriforccrrieiit basal à ce niveau. X 83 700. 18, 19. A titi stade plus availct, le sac polaire 
(sp) qui n migré à iin pôlc du sporoblaste (ol~posC au noyau) s'aplatit ct prend I:I forme d'uiie "nncrc." Entre celui-ci et le noyau 
( N )  est apparu le polaroplasic l~riiellaire ( P L )  entoiirnnt la base di1 filament (FPI ,  lc polaroplaste résiciilaire (Pv) .  et parfois une 
partie du  rioynu ( N ) .  Noter le léger Cpaississetrient dc la paroi ( P )  du sporoblriste. Fig. 18> X 40 500; Fig. 19, X 38 400. 



à l'ase iioya~i-"crivit6"-Gülgi. Si Irs rclatioiis cle cctte striici~irt~, 
qui sera à I'origiric d ~ i  sac polaire, avec I'eriveloppc iiuclkaire et 
le noyai1 iic sont pas pi.o~i\>ées, celles avec les vEsiciiles golgieiiries 
sont ricttes (Figs. 4-8). Nos observatiniis ne rioiis pci-iiieitcrit pas 
jiisqu'alors de  préciser l'origine esacte de  ce f~it i ir  sac ~>cilnirc. 
1,c poisit d'itis~rtioil dii filatrient p o l a i r ~  sur Ir sac: pol:iise se 
foi-iiie i I't>iidroit oii les vCsicules "golgii.i~i~er" sont eti I-clatioii 
avec ce sac (Fig. !)) dciiit le coil~~.iiii deviciidra de pliis cil p l~is  
opaqiir ail fu i  ct 5 iiiesure qiir sr  diffCrrri<.iri-a Ic filaiiieiit (Fig. 
I ! ) ) .  La réhioii cl(: ce filaiiiriit éInl~oi.ér cil preiiiier cst sa partir 
pi~oriiiiale avec la zoiic d'iiisrrtioii siis le sac: poluirr dniit Ir 
coriteiiii ii'est enroi-c rluc peu deilsr (Figs. 9, I l .  1 2 ) .  Piiis le 
Eilaiiient 11ol;iiri: se fnriiie par çi-ialescciicc clc c r  l~rti tf%s vésic.iilea 
"gülgic~iiiic~s" (Figs. 10, 11, 1.3, 14.). Cirllrs-ci se disposciit cî)tt,-à- 
(.îitt, cri 1111 ~iiaiicl~oii cylindiirliic eriglobiint iiii(. ïonc criiti-;\Ir 
dcnsr (Figs. In ,  13-l(i) .  .4 r e  stade, I ( 3  filaiiieiit polaisc, rl'riiviroii 
115 11111 de  cliaiii+trc est ço~~stiiiiC cl(: 2 cyliiitli~c <.iiilioîtCs s6pnrE.: 
par unta zoii(- rlaisc clp 17 i i i i i  d'éliiaissciii-: I'c~strrii(*, épais de 
2.2 i i i i i  rst (.niisti~iii: clc 2 tii~~iiil~i;iiirr iiiiiinii.i.s sép;irCrs par i i i i i .  

zoiic. opacliir airs Elcçtroris, r (  I'iiiteriic <Ir 50 r i i i i  d r  di:iiiiCirr csl 
plrin r t  (-oiistitui: d'iiric. iii:~tièi.c trCs driisr cliii 1'üliri-ait ?LI.(- 
Cl;il101-6c :i partir clii cnntriiii tlrs \-ésic~ilt~s "~cilgieiiii(*s" ~,articipaiii 
:L la I'os~ri:itii~ii d r  la zn1ii7 (>xi i~i~~i t~  clri fiI:iii~(mt (1:::s. 113, 1 4 ) .  

C:c, diaiiii.ii.r dri lilaiiieiit p«liiiir rri foi.iii;iiioii si~iiil)lc Zii-r 
\~:ii-i:il)lr d'iin sl~rii.oliilast~: 11 1':iiiii.ç; iin~is a\,ciii.: iiiiiui c-oiiri;it6 
clii'il CS( ~éii6i~nle111c~iit cniilpris riitrc 100 et l(i0 siili, srloii lr5 
iiirli\~itlris. 1ii ditiirnsion iiioyeiirir~ et la pliis coiiriinte sr sitii;iiit 
( T ~ > l ~ - c  1 1 0  t.1 120 niil. 1'riicI;iiii .:i111 CI:~l)cir;itioii, le FiInii~c~i~t Y I ? I I I I ) I ~ *  
cloiic liiiiitt pni. 2 ~iiciiilii.:iiic~s itiiit:iii.es rIcis.:ir~~ic~s dr  8 ~ i i i t  

~1'~p:iissc~iis. rllrï-iii?ii~r': sCl>:wC(. p;ii. i i i i  esl>ae(- dev(.iiii plris 
i.l;iii. (I'r~i\.ii.<iii 0 i i i i i  d r  lai-gr. Eii ci- qui rciiic-c>riiv I'iiisri-tioii du 
lil:i i i i i . r i  t siii- le sac pol;iii.r. ilos olisrs\.ai ioiis iic iioiis ~icriiii*ii c ~ i t  
1>:1~ ( 7 i ~ t - ~ ~ . ( :  cl'rii pi.&(-isci- 1:i ~ t i - i i c~ i i t~ (~  c'x:i(.~c-. La zoii(. ct-iiti.;ile, 
~ I L > I I \ ~ >  cl11 f i I : i i t i ( - i i t  pFii?tr(>. I > I I  sr  I . ~ I I ~ ~ : I I I I  ?II  iii:iss~~i~. :i I'iiitCi~iciii~ 
dii xnc ~x)l;iii-i- dniit I;i iii~~iiilli~.iiir liiiiit~iiiic sriiil~l(- eii ci~ritiii~iiiC 
:ivi7c 1:) iiiciiil~i~a~ie rsteriics dii fil:iiti<.nt polair<. ( F i p .  11-13). 
T,;I ~iiciiii)i-nrtc iiitri~iii~ p:ii.;iîi se ~~rnlvi iqrr  c~iitis Ic s;ic polairr c.1 
liiiiiiri. l;i zaiic, reiitralc. dciisc i-c~iiF1i.t~ il ci. iiivr;iii oii il y- iiiii-ail 
~ ~ : ~ I ~ - I I I I ~ I I ~  cIisp:~ritii)ii cl? I ; I  zori(7 r1i1ii.v !l:igs. 10. 12. 1 :?i j .  /ILI 
pnirii d'iiisertioii, il y aiii.;iit doiic. i i i i  i.i.rif«i.criii~iit 1i:is:il clii 
filniiii~iit ::II i i i \ . i , ; i i i  dl, sa iiiciiil~iaric iiiic-i-iie (Fig .  1 7 ) .  .\ i i i i  

.;tarli- plii.: ;ivnii(,C, loi~sqiit: fi. pol:irolilastc* laiiiell;iii.c (.st c1iffi.i.- 
ciicii.. il sriiihle rln' :~ I:i liiiiitc. rac jmlaii.c--lil:iiiient. diiiis la zoiic~ 
cl:iiii* [Ir ci5 dei.iiii*i., clit iii:iti.i.ii.l clcii\t~ r:i!-i~iiiir cli' la ~o r i e  ct,riti~;iIr 
\-rrs ICI  iiiciiiliir~~ii~~ 1iiiii1;iiiic clii ~ ~ I ~ I I I V I I I  I Fis. 23 1 ,  

I'iiis. :iiie fois 1.c fil:iiii(-iii él;il~ori., Ji, sac ~ in la i i .~ .  qui jiihqiit: 
6i;iit toiijoiii..: situé claris uilr tlClircssioii dc I'c~iivrl~p~iie 

iiiiclé;iiie. va s'&lniciier dii rioyaii piiiir g;igiicr Ic pôlc opposé 
t l ~ i  s~~u ' ( i l ) l ; i s t i~  ( Fig. 17 ) .  CI-ttc~ iiii~i.;itic,ri duit Ztre très i.:ipid? 
i a r  il II<.  iioiis a Ilas ~i ic .or(~  Cr6 ~iossiljlc cl(: I'ol~sei~vri-. 

W C  pül:iirt,, j ~ ~ s c ~ i i ' ~ i l i ~ ~ ~ s  cl(, fc>riiii: glc~I~iilc:~se, vil riisiiitc 
s'npliitii. pour 11rt.ndi.c In foi-iiir cl'iilir ";inrie" tiliiclis rliii: soli 
coritciiii devic~iidra tri,.; dc i i~e  (Figs. 18-25), Eii iiiCiiie ttbiiips, 
uric sir~ici:ii.e iioiivcllc app;iraît: Ir polai-nplastr. C:oiiiiiic c h e ~  
N c / ~ ~ - u s / ~ o r i s  finlii (35, 36) .  cet orpaiiitr paraît coristitiiC de 2 
parties pi~ol~ableiiiciit d'i>rigiiic cliifér~~rite: le polaroplaste laiiiel- 
lairc 1.1 Ir polaroplastt~ \,ésiculairr (Figs. 18, 19) .  En  ce qui 
roiicri-iitl le polaroplastr 1aiiirllaii.r. s:i difféi.eiicintion doit $ale- 
nierit Ctrr csti-î.iiiciiierit rapide car ~iiiiis ~i':ivnris pas pii obseiveï 
les diff61-ciiics phases de sori Clal)oratioi~, et lc prol~lèrric de soli 
origiiir rrstc pnsé. Aimi Iürsqiir Ir filaiiient cXst rriti?reiilrrit 

Fiys. 20-25. [Orgaiiitoyeiièsc de In. sporc.j 20-22. Le sac 
~~o la i r e  (spi avec la base du filariierit ( F P )  qui est eiitour6c 
du 11olarnpl;istc In~iicllairr ( P L )  doiit I'criipilrmerit exact des iiicm- 
hr;irics est diffirilc à. pr6ciser. Fi=. ?il, >; 39400:  Fig. 21. 
Y 31 200; Eig. 22. X 30 800. 23. Zoric d'insertion du filiiiiiriit 
(zi) sur le srir polaire jsp). D:i riuttricl disposé [l'une innrii+rc 
pliis ou riioiiis rayoriiiarite. se trou\-e dans la zoiie rnoÿenric, entre 
la zoiir ceritrnlr dense et 13 zonc externe du filamcrit. Noter 
"l'cmpileirient" encore lârlie drs mciiihrai~es du polaroplastc larriel- 
laire (PI , ) .  X 35 60O. 24. Lc sporohlaste prend iirie foriiic ovoïcle 
avec à u11 pôle le sac polaire (sp) cl'oii part le filanlent (FP) ct 
le polaroplastr laiiiellaire (PL)  ct au pôle opposi., lit varuolc 
postérieure ( v p ) .  Dkrns le cytoplasiric, on observe autour du iiopaii 
( N )  cles ~~tri i ibiancs erçnstojrilasiniques ( e ) .  Noter le léger épais- 
sissemerit de 1;i paroi (P ) .  X 2ti 300. 25. Le sporoblaste va 
4voluer cri spore. Ln paroi (P)  s'épaissit par appositioii d'unc 
co~ichc deiise sur la ~ricrrib~aiie plasmique. Le polaroplastc laincl- 
lairc ( P L )  dont Ics nicrribraiies "se rcsserrciit" prcrid la forrrie d'unc 
cloche eritoiirai~t la b~isc du filariierit (FP) et Ic polaroplastc 
.r.ésiciilaire (PI) .  >( 93 800. 

riri systèiiic cle tiieiiiljr;ines. ciiipil6es Ics ~ i r i ç  siir Irs a~iti-cs, 
apparaît sniis le .;ac polairr. crigloli:iiit 1;i I~asc: dri filaiiirii~ (Figs. 
18-22. 2 4 ) .  Il est difficile de pr6cisrr le iiiodc d'eiiipilciiierit clr 
crs iiirnihranes, iii:iis, tres Iâclic au dél-iut. il se rcsserrri de   ilu us 
en plus ail fiii- et 5 iiiesiire de I'évoliitiosi cl~i sporol~lastc (Figs. 
i) 7 
,J, C G ) ,  J I O L I ~  al~oittir dans la sp(1i.e à une structrire latiiellnire élaboré et  qiic Ir  sac polaire a "riiigré" à 1111 pGlc dii sporoblaste, 



Figs. 26-29. [Ultrastructure des spores.] 26. Coupe transversale au  riivcau du polaroplaste lanlellairc ( P L ) .  Celui-ci critoiire Ie 
filament (FP),  le polaroplnste vésiculaire (Pv) et un lobe du rioyau ( N ) .  Entre le polaruplnste lnrnellairc (PL) et ln paroi ( P ) ,  Ic cyto- 
plasrne est riche eri ribosorries et laniellcs ergastoplasiriiqucs ( e ) .  X 72  O(10. 27. Rbgioil arit6rieure d'urie spore dont la paroi (P )  est 
constituée de 3 zones. Du sac polaire [sp) ,  liinitC par uric iiierribraiie unitaire (flèrhcs), et "coiffarit" le polaroplaste lamellaire ( P L )  



compacte en foriiie de cloche (Figs. 27-29); celle-ci est percée, ail La IJaroi 
centre de  sa partie corivcxc d'iin orifice par oci pasïc le filanierit 
polaire (1:igs. 27-29). Cette structiirc sciiil)lc Ctre I'liornologiic 
dii "caviiiii" tIé(.rit cliçz .Yosr?~ia .Y/). ( 4 2 ) .  I,e sac polairc se 
troiivc ainsi pl;ici. ciiti-r la paroi t l i i  spoiol)l;istc oii tfc 121 sl)orc3 
et "caviiiii" siii. It.<liirl il soiiil)l(~ "s';il)pily~~r.'' I.'origiiir (11. 
c(,s I I I C I I I ~ > I . : ~ ~ I ~ S  ii'est p a  coiiriiie rt i l  n'eut 1 > ; i ~  ~)ossil)lc (Ic dire 
si clic\ déri\~erit de iiiciiil>raiirr rr~;istopl; is i i i i~111~~s,  oii d r  s;icc~iileï 

riil(' cst toiit riiil)ili.s les lins siir les aiitres, oii iiiCiiic si cette o r i ~ '  
;iiitrc. 11 f;iiit  ccl)ciid;irit noter qiie, di,s qii'al>p;iraît Ir pol;iro~)l;istc 
I;iiiiellairr, la grande vaciiole ol)srrvde lors dii <ICI)ii i  (Ic 121 foiiii;i- 
tioii dii fil;iiiient ~ ~ o l a i r e  n'est pliis visil)lc, et cc filniiicnt ii';i pliis 
qii'iin tli;iiiiètir d'cii\iron 100 iiiii, sauf I s;t I):isc, 1)i.i.s ( I I I  sac 
poi;rirc oii il c ~ t  Iégi~rc~iiieiit pliis grnritl. C e  cliaiiiCtic pciit 
<i';iillciii.s v;ii.icr scloii les iiidi\,icliis eiiti.c 9.5-105 i i i i i .  1)'aiitrc 1 ~ ~ 1 ,  

11;irtir d e  cc stade, le filaiiiciit polaire iic sciiil)lc pliis liinité 
qiir p;w I I I I C  wulc iiiciii1)i;iiic unii;iirc, (~oiiiiiic d;iiiï Ici spoic 
(1:igs. 28, 29 ) .  Si 1'011 coiisitlkrc cliic cette iiiiic~iic: iiiriiil)i.;iiir 
corrcspn~itl ir I;i pliis iirtciiir (Ic.s 2 iiici~il)i.:iric.; rsiut;iiitrs lois <Ir 
I:I foriii;itioir <I I I  fil;iiiiciit, cclci ~>oiii.r;iit csy)liqric~r ;ilors s;i cliiiiiiiii- 
tioii <1(. di ; i i i i~ti~c.  

S ~ I I ~ I I ~ I ; ~ I ~ ~ I I I ~ ~ I ~ ~  :i l;i tliff61~(*11(~i;1ti1111 (II I  ~ ) ~ ~ l ; ~ i ~ o ~ ) l ; i < t c  l ; i ~ ~ i ~ ~ I l : ~ i ~ ~ r ,  
;i~)~):ii';iit riiti.r Ir iioy;iii cc le f i i t t i i .  "ciiviiiii," et ]>liis oii iiioins 
ciiglo1)f p;ir ccliii-ci, 1111 aiii;is I ~ ( ~ I ; I I ~ \ ~ ( ~ I I I I ~ I ~ I  ~ I I I ~ ) ~ J ~ ~ ; I I I I  (Ir prtit(5s 
\~i.siciil(*s c.oiistitii:iiit Ic pol;ii~ol>l;istr \~ésiciil:iirc~ (Figs. 18, 19, 25, 
26) .  1,'origiiie tic rcys \.ésiciilcs est ffi:ileiiiciit fiiig~~iriticli~c, iii;iis 
priit-Ctrc dérivciit-rllcs des vésiciilcs golfiiriiiics i.esi;iritcs, ;ipi.Cs 
I;i foriiiatioii dii filriiiieiit pol;iirc, oii t1ii rc~tic~iiliiiii ciitl(il)l;isiiii(liir. 
I)';iill(~iirs 1;i striictiirc vfsi<.iil:iirc <1c 1.r 1101:11.o1>I;istc ~(~1ii1)Ic pllis 
oii ii~oiiis s'cstoiiilwr polir cie\~<~iiir pliis gr:iiiiilciisc~ (1:ig~ 27-29) 
riil fiir ci ii I I I ( ~ S I I ~ ( ~  (Ir la t i~ri~isfoi~~~i;i t ioi~ s ~ > ~ ~ i ~ o l ) l ; i s t i ( ~ ~ ~ c ,  ct soi i \~ i i t ,  
(1;iiis 1;i sl>oi.c, il ii'rst pliis l~ossil)l<* tic I r 1  rc~coiiii;iîtrc. 

1.1- iinyaii c l i i  sl>orol)l;istc rst soiivc~iit rcl~oiiss6 d;iii< I;i inoiti6 
~>osii.riciii.c tlc I;i crlliilc, opposée: :II I  sri(. po1:iii.c (17igs. 18, 19. 
2 5 ) .  11 i1c sciiiblc p:is avoir iiiic foi.iii<~ bien clEfiiiic; cc iioy:iii 
est g6i16i~;ilciiiriit lol)i. ci I ' i i i i  tics 1ol)cs pciit se troiivcr clriiis Ic 
"~.:iviiiii" avec Ic polaropl;istc \~ésiciil;iirc~ (17igs. 19. 26) .  

La Vaciiolc I'ostéricurc 

Aii p î~ lc  ol1pos6 aii sac polairc, \,a sr  difffreiicicr i i i i  iioiivel 
org;iiiitc. I;i v;iciiolc posti:riciirc (1:igs. 24.. 28 ) ,  d6j i  di'rritc par 
I,oiii k (:oi.liss clicz l'listo/~lio~.a Ii)~/)lrrssol)rycotiis (22 )  piiis JI;II' 

Scliiil)ci.t clicz I-lrtrros/)oris Jiliki (3.5, 3 6 ) .  Ellc ~)oiii.r:iit 6g:iIi~- 
iiiciit cori~cspoiidrc ii la striicturc iiotiiinéc "iiicliisioii I)ody" 
ol)scivi.c clicz AToscwia sp. ( 4 2 ) .  Ail pGlc postériciir tlii sl~orn- 
I>l:istc, se groiipcrit des pctitrs vCsiciilrs i c«iiieriii tlciisc, prirfois 
à cGtC d'rilic \.;iciiolc (1:igs. 3 1, 32) ; ccs \~Csiciilcs rappcllciit Ics 
v6sicules "golgiciiiics" à I'origiiic di] fi1;iiiiciit polaire. Ellcs 
scml~lcnt fusioiiiicr poiir foriiicr dcs iiiasscs dcnscs pliis iiiipor- 
tantcs (Figs. 33-35) qiii finiilciiicnt foriiiei.ont dans la sporc, uii 
sciil orgrinitc, 1;i \,acuolc postéricurc (Fig. 3 6 ) .  Ccllc-ci cst 
IimitCc par  iiric sriilc iiic~iiii>raiic dc  typc iiiiitairc coiiiiiic Ic 
filament, ct il est ciiriciis tlc coiistatcr 1';ispcct soii\.cnt identiqiic 
que pr6seritcnt Ic filaiiicrit pol;iirc et  la v;iciiolc postérieiirc. C'est 
poiirquoi il scr;iit inifrcssaiit dc  s;ivoir si ccs 2 org;iriiic-s soiit oii 
non cil rclatioii. n'os ol)sc!rv;itioiis rie noiis pcriiictlciit p;is 1)oiir 
I'iiistaiit d e  ri.poiit1i.c :i ecitc c~iicstioti. 

Coiiiriic iioiis l'avons clfji signali., et :\ qlicl stade qiic ce soit, 
le ~);ir;isittl est toiijotirs CI> co11t;ict dir(3ct avec le cytoplasiiie de  
I'liîitr. I'riidaiit iinc grriiidc p;ii.tir clii  cycle, cc, ~)ar;isite cst 
liiiiiti. 11;". iinr 1);woi coii~titiiCc de  1;i \ciil(, iiic~iiil)i-aile iiiiit;iii.r. 
Et cc n'est c1ii'cii fiil d'évoliition, (III<' 1;' 1):ii.oi dii sporol>l;istc coiii- 
iiiciicc ii s'6p:iissii: iiiic coiichc dciisc viciit s'apposer siii la f;rre 
cstcriir de  la iiiriiil)rniic cyiol>lasiiii(liic. (12igs. 33, 26) .  I'iiis 
iiiic zoiic 11111s claire vieiit s'insCrrr c,nti.c cette zoiie tfcrisc ct 1ri 
iiiciii\)i.aiic (iti sporol)Iastr. 12iiisi In pziroi déiiiiitivc de 1;i sporc, 
dc  70-80 iiiii d'épaissciir iiioiitrc 3 eoiiiposarites (Figs. 27, 28)  : 
lri  iiiriiil~rziiic cytopl;is~ii ic~~~e proprriiiciit clitc de  8 riiii, iiiie zoii(> 
clriirc (Ic 20-25 niii d'é~>;iissciir et iiiir zone cstcriic soiii1)rr d'cii- 
\riroii 3.5-45 i i i i i  <Ir 1;irgc. 1~'i.l);iissc~iir dc crttc paroi sciiil>lr pliis oii 
iiioiiis iiiiifoi.iiie aiiioui tic 1;i s~>orc; parfois clle petit ccpciidiriit 
Ctrc Ii 'gèrc~l~ent niiiiiicic ail nivc5:iii dii s:rc polaire. 

Doiic, :ipri'"outcs cm tr;~iisfoi.iii;itioiis sl)orol~lnsticliics, la s p o i ~  
iiiîirc :icqiiirrt s;i striictiirc tli'fiiiitivc (Figs. 27-29) .  I,c tirrs 
;iiiti.i.ioiir cl(. 1;i spoic rst oc.ciil>i. 1);ii. Ic p~1;iropl;iste I;iiiicll;iirc~, 
tl'rii\.ii.oii 1 10-1 20  i i i i i  tI'6l):iissc~rii., cil Toi.iii(~ tir cloclic. :I ~ i i \ , (~r t i i i . (~  
I);is;il<~ rétt.6c.ic ~~c~i i ic t t ; i i i t  Ir p;iss;igr t l i i  filaiiicaiit pol:iii.c, et 
i.c~iifri~iii:iiit Ir ~~ol ; i i~op l ; i s i~~  v6siciil;iiic~ doiii 1;i tcstiirc (:si d(~\~ciiiic~ 
pliis gr;iniilciiar. <:c 1>oliirol)l;istc 1;iiiicll;iii.c rst coiffi., <l;iiis s;i 
p;ii.tic sii~>6iiciii.c, tlii s;ic po1;iii.c cil foiiiir tl';iiicrr clont I(. roiitriiii 
p;w;iii iiiiiforiii6iiit~nt dciisr; ccpciit1:iiit oii l)('ut prwfois y ol)scrvci~ 
(Ics "striictiii.<~s 1iiii.aii.c~" r:il>l>claiit cc*llcs ol~srrvCes clicz (;~71g0(1 

s!c/)lin)ti  ( 15) ct l~oiiviiiit coi.i.rspoiIic ii 121 zoiic d'iiisci.iion dii 
fil:iiiieiii siii. c r  srir 11ol;iii.r. I>c ccliii-ci p;wt 1c fi1;riiiciit qiii, ;ipiCs 
avoir ti.:ivci.si. o l ~ l i q i ~ r i ~ i ~ ~ i i t  lrs ~~oI;11~0~11;ist~~s 1:1111cIl:iii~c et 
\~i.siciiI;iirr, ~'(~iii~oiilc cil spii.;iIc, soiis la I I I C I I ~ I ~ ~ ; I I ~ C  11Iasiii;itiqii~~, 
(~ii ioi~~~:ii i t  Ir c y t o p l : ~ ~ ~ ~ ~ r  ~.ciif(~~~iii;iiit es i : I~i~i \~<~i i icnt  (les IIICIII~)I.;IIICS 
r r g ; i ~ o ~ > l ; i s i i ~ i ~ ~ ~ ~ ~ ~ s  rt tI(.s i.il)osoiiic~s, (*t  Ic iioyrrii i i i i i < l i i ~ >  sitiii. 
tl;iiis 1;i p;irtic ~)osti.i.ic.iii.c* tir 1ri sporc; il priit ;iiiisi rffcctiic'r 
iiivlit'" 12 toiirs clc sl>ii.c*s. 1:ii coiipc tr;iiis\~ci.s;ilc, 1;i sti~uctiii.c 
tlc cc fil;iiiicnt i'ripl)(~llc ccllc t1éci.itc~ ciirii iiirc iiiicrosporidic prirri- 
sitc d'iiii Iiipl~oc;iiiil)r (21 ) ,  c'(,si-a-(lire 3 roiiclirs ostiiiopliilcs 
coiiccritriqiics dc  dciisiti: diffEi.c*iitc soiit cntourécs dc 1;i iiiciiil>i;inc 
liiiiitantc dii filaiiieiit (1:igs. 29, 30). Aii pôlc posté~iciir d c  In 
spoic, di;iiiii.tr:ilciiiciit oj)posi. ;I I I  s;ic pol;iii~c SC t r o i ~ \ ~ c  Ici "v;iciiolc 
posti.riciirc." 

Si d;iiis I'riisciii1)lc Ics ;isi>ccis iiltr~istriictiii.;iiis cnvis;icrÊs ici 
soiit cil ;iccorcl ;ivcc Ics tr;iv:iiix pi.i.cédeiits cffcctiiés siir d';iiiircs 
hlicrosporidics ( 1 ,  7, 9, 1 1 ,  13-15, 18, 21, 22, 24-28, 30, 31, 33- 
36, 39-45, 17-51, 55, 56, 58, 61-64), 'cttc Ctiidc iiiontrc bicii 
iicttcriicnt 1;i foriii;itioil dii filiiiiicnt pol;iirc ct des scs anncxcs 
(polaroplaste ct vaciiolc posti.riciirc). 

Le Filanzctit Polaire.-Ihiiis le jciiiic spoi~ol>lastc, se différcilcic 
1111 orçaiiitc iiiiportant, Ic fi1;iiiiciit polairc. Cclui-ci tirc vraisciii- 
I)lal~lciiieiit son origiiic cl'iiiic siriirtiirc ;issiiiiil;il~lc ii lin apparcil 

'dc Golgi priiiiitif, coiiiiiic 1'av;iiciit sigii:ili: \'ri\rrn (47)  puis 
Spragiir (37 ) .  Eii cffct 11.6s tôt (~);irfois niêiiic clicz Ic scliizontc), 
iioiis voyons apl>ar;iitrc, ti2s 1)i.i.s dii noynii, t i t i  aiiias dc pctitcs 
\~ésiciilcs ii ccliitcnii pltis oii iiioiiis dciisc qiii scrniciit l'origine 

de structure corril1:icte. part Ic filament ( F P )  qui tra\.erscra Ir polaropl;istc \.bsiculairc (Pv) .  X 80 000. 28, 29. Coupes lonçitudi- 
nalcs de spores. Lc ticrs antbricur cst occupi. par le sac polaire (sp)  et les polaroplastes Iaincll.~irc (PL)  ct vEsiculairc ( P v )  entoiirarit 
la base du filariient (FI'). Dans les 2 ticrs postbrieurs se trouvent le filriiiicnt (FI'). lc cytoplnsiiic riche en crgristol~l;isriic ( c )  ct la vnc- 
uole postéricure (vp) .  Ln paroi ( P )  est constitiiée dc 3 zones. Fiç. 28, X 54 000: Fiç. 29. X 38 500. 

Fiç. 30. Structure du filrinient polnirc: on obscrvc 3 couchcs osiiiiol>~iilcs coiicciitric~iics (1,  2 ci 3) eritoiirfcs dc la iiiciribrane liiii- 
itante du fi1:iiiiciit ( h l ) .  X 90 000. 
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Figs. 31-36. La vac~iole posttrieure i \-p\  situé? au  pôle opposé au sac polaire semble se former par conlescerice clc vésicules à contciiii 
tlcrise (fli.clies). Fiys. 31. 32 :  X 66 00il: Fig. 33, i< 66 800; Fig. 34. X 66 500; Fig. 35. i< 57 800; Fig. 36, i< 69 500. 

drs "vésic~iles gnlgiciirii-c" A p;rii,tiï dcsqiiclles sr  foiiiiera le 
filniiic.nt p(11airr. Ln prci1iii:i.c ii~;iiiifestatinii de  I'élal~or;itioii dii 
fi1:iriicrit polairi., esL I';ippai.i~i(iii d;i~is le cyiopi;~siiie d u  je~inc 
a~~oroblasic cl près di1 ii(-iy;iii, d'une "ca\-iti." clc diani&ti.c variable 
ct inégal i cniiicriu iiinl d6fini. Cette .'ravité" qiii poiirrait 
iPsulter clc la fiisioii de ce5 "vésiciil(~s" ct clc ristriries du  reticiiluiii 
rridoplasiiiiquc évnl~iri-a par la suite eii sac poliiire. Elle senible 
I'fcliiivaleiit clil canal iritinprotoplasiiiique décrit cllez PlistopIlorn 
clebnisici~.t.i (50) et clic est en i-rl;~ticiii avec LIIIC gi.aridc vaciiole 
prcivcnant 6galeiiicrit dii reticuluiii ericloplasiiiirliie. Cette "cavité" 

toujoiirs située dans ~irir  c1épr~:ssiori de l'zri\~rloppc iiucli.' .iire ' rst 
cil i.clatinri, par sa face o1~11usée au rioyau, avt3c. des pctitrs 
vésicules ariatoiiiosées ct à contenu derisr, coristitiiarit iin reticu- 
luiii vésiculeus golgicii. Cklui-ci à 1.01-igine du filanierit polaire 
Ixopreiiieiit dit, pourrait provenir dii retic~iliini criiloplas~iii~uc. 
Il est donc possible que la zorie centrale derisr dii filaiiient 
prorirniie de  la condensation du content1 de ces "vésicules." 
D'aprèdî 'cidncr (61 1, cl-iez ih'oscitaa sp. le filanient polairc aurait 
iine douljle origine: conclcrisa~ioii de iilatfriel dense dans des sac- 
cules golgicris et envrloppe~iicnt cle celui-ci par  du  reticilluiii 
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endoplasmique. Lc contenu'central du filament apparaît dans des 
saccules cytoplasmiques du jeune sporoblaste, ce qui peut rappeler 
ce qu'ont décrit Vivra (47) ,  Manier & Maurand (24) et Lom 
& Corliss (22); puis une membrane interne encercle ce matériel 
et une membrane externe- élaborée à partir du reticulum endo- 
plasmique enveloppe le tout. Lom & Corliss (22) pensent égale- 
ment que le filament polaire tire vraisemblablement son origine 
de la fusion et de la condensation du reticulum endoplasmique. 
Dans le cas envisagé ici, nous n'avons jamais pu o b s e ~ e r  dc 
relation entre la membrane externe du filament et le reticulum 
endoplasmique, et le complexe golgien présente un tout autre 
aspect. Youssef & Hammond (64) pensent également que le 
filament polairé de Nosema apis a une double origine: golgienne 
et ergastoplasmique. Szollosi (44) ,  chez Pleistophora sp. décrit le 
filament polaire comme dérivant d'un complexe golgien archaïque 
provenant du reticulum endoplasmique hypertrophié dont les 

. membranes parallèles "s'interconnectent," tandis que du matériel 
dense apparaît dans leur lumière. D'après les observations de 
Jensen & Wellings (15) le filament polaire de C. stephani serait 
formé à partir de matériel nucléaire et de produits de sécrétion 
des cistemes périnucléaires, du reticulum endoplasmique et du 
complexe golgien. Selon ces auteurs, le filament polaire se dif- 
férencie en 3 séquences: la base du filament (qui se raccordera 
au sac polaire), appîrait en premier, issu d'un corps dense 
d'origine nucléaire. Puis la partie antérieure du filament se forme 
à partir de matériel dense localisé dans des cisternes périnucléaires 
et dans du reticulum endoplasmique. Ces 2 parties du filament 
progressent l'une vers l'autre et fusionnent, et finalement la 
partie postérieure du filament polaire s'élabore à partir de la 
région postérieure du complexe golgien, dont la région antérieure 
serait à l'origine du sac polaire. L'intervention de matériel 
nucléaire dans la formation du filament polaire avait déj i  été 
signalée, en microscopie photonique, par Gibbs chez Gurleya sp. 
(10) où le filament se formerait à partir d'un granule chromati- 
que d'origine nucléaire. Le problème du rôle du noyau dans 
la différenciation du filament polaire est donc posé. Chez N. 
viuieri, la différenciation de cet organite ne semble pas s'effectuer 
en étapes aussi bien définies que chez G. stephani (15). Tout le 
filament polaire proprement dit se forme à partir du complexe 
vésiculeux golgien même sa partie basale située près du sac 
polaire. I l  faut cependant constater que, d'une part ce sac 
polaire apparaît vraisemblablement en premier mais il ne nous 
est pas possible d'en préciser l'origine exacte, et d'autre part il 
est toujours situé près du noyau, mais nous n'avons jamais observé 
de figures pouvant laisser supposer que le sac polaire dérive de 
matériel nucléaire; d'ailleurs celui-ci n'est limité que par une 
seule membrane unitaire alors que l'enveloppe nucléaire en 
comporte deux. Ici le noyau joue peut-être un rôle dans la 
genèse du filament, en particulier du sac polaire, mais si rôle 
il y a, celui-ci est probablement indirect et actuellement il ne 
nous est pas possible dc le définir clairement. 

A sa formation, le filament polaire a un diamètre d'environ 
110-120 nm, alors que dans la spore ce diamètre n'est plus que 
de 100 nm. De même dans la spore, ce filament n'est limité 
que par une seule membrane unitaire comme chez d'autres mi- 
crosporidies. Du point de vue structural nous n'avons pas observé 
de filament dévaginé et nous ne pouvons supposer comme Lom 
(21) que les 3 couches osmiophiles sont en fait des membranes. 
Nous avons également vu qu'en se différenciant, la zone exteme 
du filament était constituée de 2 membranes. Il  semble donc 
qu'une membrane de ce filament (la plus externe) disparaisse 
lors de la transformation du sporoblaste en spore. Ceci pourrait 
expliquer la diminution de diamètre du filament dans la spore. 

Ière fois par Huger (13) ,  apparaît dans le sporoblaste lorsque le 
filament polaire est entièrement élaboré et que le sac polaire a 
migré au pôle antérieur du sporoblaste. 11 faut remarquer que 
dès que le polaroplaste est formé, le filament polaire a acquis 
sa stmcture définitive c'est-à-dire qu'il n'est plus limité que par 
une seule membrane unitaire. De même la grande vacuole initiale 
semble avoir disparu ou s'être résorbée. Cependant le problème 
de la formation exacte de ce polaroplaste lamellaire n'est pas 
encore résolu. D'après Szollosi (44), ce polaroplaste représente 
les restes "réorganisés" du complexe membranaire golgien; de 
même pour Jensen & Wellings (15), il se formerait à partir 
de la région antérieure du complexe golgien. Vivra (48) et 
Sprague & Vernick (40) pensent que l'arrangement du polaro- 
plaste serait associé à la synthèse du filament polaire. D'après 
Weidner (61) ,  il serait élaboré par le reticulum endoplasmique; 
les travaux de Maurand (25), Lom & Corliss (22), Sprague 
et coll. (42) ,  Coste-Mathiez & Manier (9 )  vont également dans 
ce sens. En ce qui nous concerne, la rapidité de la mise en 
place du polaroplaste lamellaire ne permet pas de voir la relation 
entre le reticul&n endoplasmique et le polaroplaste; cependant 
elle ne l'exclut pas. I l  n'est également pas impossible que le 
système rnembranaire du polaroplaste lamellaire soit en relation 
avec le svstème membranaire externe du  filament et de cette 
grande vacuole. Ce système membranaire pourrait alors se 
placer en "plis d'accordéon" autour de la base du filament sous 
le sac polaire; cette disposition peut d'ailleurs rappeler ce qu'a 
décrit Weidner chez Nosema sp. (61 ) et Nosema lophii (62). 
Ceci n'est cependant qu'une simple hypothèse et nos observations 
actuelles ne nous permettent pas de le démontrer. Le problème de 
l'origine exacte de ce polaroplaste lamellaire reste donc posé. 

Le rôle de ce polaroplaste n'est pas défini; peut-être sert-il 
de charpente au filament. polaire, ou plus vraisemblablement 
comme I'ont déjà suggéré Lom & Vavra (23) ,  joue-t-il un rôle 
plus actif dans l'évagination du filament: en effet ces auteurs 
ont observé un gonflement du polaroplaste avant l'extrusion du 
filament. Ce gonflement pourrait provoquer une augmentation 
de pression dans la spore et amorcer ainsi la sortie du filament 
polaire. 

La vacuole postérieure.-Cette "vacuole," située au pôle du 
sporoblaste puis de la spore, opposé au sac polaire, a déjà été 
observée chez d'autres microsporidies. Cependant tous les auteurs 
ne I'ont pas mentionnée dans leurs observations. Elle serait 
l'équivalent de ce que Sprague et coll. (42) ont dénommé "in- 
clusion body" chez iVosema sp., ou de la "posterior vesicle" 
décrite par Ishihara ( 14) chez Nosema bombycis. Schubert (35, 
36) chez H. finki parle également d'une vacuole postérieure, peu 
dense, non délimitée par une membrane et contenant du matériel 
dégénéré. Dans .notre cas, cette vacuole est limitée dans la 
spore, comme le filament, par une membrane unitaire. Comme 
elle se forme également à partir de vésicules golçiennes, il est 
possible que son contenu soit très proche de  celui du filament 
(ils paraissent d'ailleurs être aussi "osiniophiles" l'un que l'autre), 
et on peut alors se demander si elle n'est pas en relation avec 
l'extrémité du filament (extrémité dont la structure n'a encore 
jamais été observée jusqu'ici) mais si cela était, elle pourrait 
également jouer un rôle dans l'extrusion du filament polaire. 
D'ailleurs selon Weidner chez N. lophii (62)  le filament polaire 
passe dans la vacuole postérieure. 

La Paroi et la Limite Hôte-Parasite.-Chez Nosemoides vivieri, 
pendant une grande partie du cycle, la cellule n'est limitée que 
par une seule membrane unitaire; celle-ci est en contact direct 
avec le cytoplasme de l'hôte et sans aucune relation avec lui, 
contrairement à d'autres Nosematidae qui sont isolées dans une 

Le Polaroplaste Lamellaire.-Le polaroplaste, décrit pour la vacuole; cette paroi ne commence à s'épaissir que chez les 
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sporoblastes âgés, en fin d'évolution. Chez Nosema apis (M), il 
en est de même, mais autour de la cellule-parasite, il y a toujours, 
en certains endroits, concentration d'organites de la cellule-hôte, 
et principalement des mitochondries. Chez Nosema algerae (49) ,  
dès les plus jeunes stades, un.e couche dense de matériel amorphe 
recouvre la membrane unitaire comme chez la Nosema sp. du 
crabe Callinectes sajidus (42, 61), où le sporoblaste est recouvert 
d'une pellicule extrainemhranaire dense avec des microtribules 
disl~osbs ~ ~ W ~ ~ ~ U ~ ~ ~ C ~ ~ ~ ~ L ' C I I I C I ~ ~  :L la surface du parasite; chez 
Telomyxa glugeiformis ( 7 ) ,  une couche, constituée de petites 
vésicules ou de cisternes irrégulières aplaties, qui peuvent même 
être en contact avec la membrane du schizonte, entoure ce 
dernier. Chez les 'Metchnikovellidae ( 11, 55, 59), les sporoblastes 
se trouvent dans une "vacuole   ara si taire" considérée comme un 
pansporoblaste. Le développement d'Encephalitozoon cuniculi 
(1, 41) se fait dans une vacuole de la cellule-hôte. Chez Glugea 
sp. (39), la membrane de la future "vacuole de sporogenèse" 
entoure tout le parasite, ceci étant caractéristique des stades de 
plasmodes. Chez Nosemoides vivieri, il n'y a pas de stade plas- 
modial comme chez les Metchnikovella (11, 55, 59) ou autres 
microsporidies du genre Glugea (39), Pleistophora (44) ou 
Plktophora (22, 25 ) , Tuzetia (26) ,  Mrazekia (34), Caudospora 
(48), Thelohania (24, 47) ,  Heterosporus (36) ; cependant si 
nous avons observé des stades à 2 ou plusieurs noyaux, il est 
vraisemblable que cela est dû à un décalage entre caryodiérèse 
plutôt qu'à l'existence d'un véritable stade plasmodial; les stades 
à plusieurs noyaux sont éphémères puisqu'à chaque fois que 
nous les avons observés les sporoblastes étaient presque indi- 
vidualisés. 

Nous n'avons pas vu les tubules que Vivra a décrits dans le 
pansporoblaste du genre Thelohania (47), ni les microtubuIes 
pelliculaires observés sur la couche externe de la paroi des spores 
de Nosema nelsoni par Sprague & Vernick (40), de Nosema sp. 
par Weidner (61), de P. debaisieuxi (47) par Vivra. Chez 
Nosemoides vivieri, nous avons trouvé entre les sporoblastes issus 
des divisions d'un même schizonte uninucléé, des formations plus 
ou moins vésiculaires et peut-être même tubulaires rappelant 
celles décrites par Vivra chez Plistophora simulii et Thelohania 
corethrae (47) .  L'origine de  ces formations qui apparaissent 
principalement lors de l'individualisation des sporoblastes est 
inconnue. Les sporoblastes issus d'une même forme uninucléée 
sont souvent disposés en "rosettes" ou en "chaînes" et sont tous au 
même stade de développement (il y aura d'ailleurs synchronisme 
dans leur évolution ultérieure). Ce phénomène a également 
été constaté par Jensen & Wellings chez G.  stephani (15). 

En fin d'évolution, la paroi du  sporoblaste s'épaissit par ap- 
position d'une couche de matériel dense sur la face externe de  
la membrane cytoplasmique, en contact direct avec le cytoplasme 
de l'hôte. La provenance de ce matériel dense est inconnue; 
est-il directement synthétisE par le parasite, ou bien dérive-t-il 
de sul~stanccs métabolisécs par la cellule-hôte; la question rcstc 
D O S ~ C .  ' - - -  

D'autre part, un caractère cytologique important des rnicro- 
sporidies est l'absence de réserves et surtout de mitochondries; 
ceci certainenient est en rapport avec le mode de vie anaérobie 
de ces parasites. On peut donc supposer que le parasite tire 
son énergie d'une autre façon et aux dépens de l'hôte. 

Les formes végétatives de Nosemoides vivieri, limitées par une 
simple membrane cellulaire classique sont en contact direct 
avec le cytoplasme de l'hôte; nous n'avons pas observé, au niveau 
de la membrane du parasite, de structures pouvant témoigner 
de l'existence d'échanges hôte-parasite. Vivier & Schrével (59) 
ont décrit, chez Metchnikovella hovassei des digitations de la paroi 
du parasite accolées à certaines structures du cytoplasme de l'hôte, 

suggérant une absorption directe d'éléments nutritifs de l'hôte par 
le parasite. Weidner (61) constate que les formes végétatives de 
Nosema sp. sont souvent entourées de cisternes du reticulum 
endoplasmique des hémocytes dans lesquels elles se trouvent. 
Youssef & Hammond (64) observent une accumulation des 
mitochondries de la cellule-hôte à la surface des jeunes 
schizontes de Nosema apis. Sprague & Vernick ont observé 
iine continuité cntrc la membrane cclliilairc clcs jeunes stades 
dc G'lugea weissenbergi (39) et le reticuluiii endoplasriiiquc de la 
cellule-hôte. Lom & Corliss (22) suggèrent que chez P. hyjhes- 
sobryconis les réactions enzymatiques se situeraient au niveau de 
"petits assemblages de lamelles ergastoplasmiques et de vésicules 
à surface lisse." Vivier & Schrével (59) pensent que M .  hovassei 
"tire son énergie d'un phénomène de glycolyse anaérobie à partir 
du glucose puisé chez l'hôte." 

Observations sur la Position Systématique de la 
Microsporidie Nosemoïdes vivieri nomen novum 

Un problème important qui apparaît au sujet de cet hyper- 
parasite concerne la détermination générique car il touche à 
la fois le cycle et la cytologie. En effet la détermination des 
microsporidies était basée sur des critères établis à partir de la 
microscopie photonique, lesquels ont été complètement boule- 
versés par les apports de la microscopie électronique, si bien 
qu'aujourd'hui, les critères relatifs au cycle et ceux relatifs à 
la structure des différents stades ne sont pas toujours concordants. 
Par ailleurs, les observations ultrastructurales sur les microspori- 
dies sont encore très insuffisamment avancées pour permettre 
d'avoir une vue nette et claire des éléments à prendre en con- 
sidération. 

Dans un premier temps, nous avions proposé pour cette mi- 
crosporidie nouvelle, parasite de la grégarine Lecudina linei n. sp. 
(de l'intestin du Nemerte Lineus viridis), le nom de Nosema 
vivieri (53, 54). En se référant au chapitre sur les microsporidies 
d'après Poisson (32) ,  et suivant les essais de classification de 
Kudo ( 1 7 ) ,  Tuzet et coll. (46), Sprague (38), il semblait que 
cc parasite soit une Noscmatidae du Noseina. 

Le genre Nosema est en effet caractérisé par l'existence d'un 
seul filament polaire dans la spore plus ou moins ovoïde ou 
piriforme, et le fait qu'un s e ~ l ~ s ~ o r o b l a s t e  forme toujours une 
seule spore. La famille des Nosematidae est "apansporoblastique" 
et la sporogonic de cette esphce s'effectue également sans pan- 
sporoblaste, et nous n'avons jamais observé de stade plasmodial. 

Cependant en microscopie électronique, chez diverses Nosema 
comme N .  bombycis (14, 45) ,  N.  apis (64) ,  N .  sp. (61) ,  N .  
nelsoni (40), N .  orthocladii ( 9 ) ,  N. locustae (13) ,  N. cuniculi 
(31) ,  N .  algerae (49) ,  N .  whitei (28) ,  les auteurs ont décrit, 
après la forme uninucléée, un stade à "diplocaryon" (c'est-à-dire 
2 noyaux accolés) qui peut subsister pendant le rcstc du cycle. 
Scloii Cali (4 ) ,  cc diplocaiyon serait caractéristique d ~ i  genre 
Nosema, bien qu'une telle structure ait été aussi observée chez 
Pleistophora sp. (Pleistophoridae) (44) et chez Hessea squamosa 
(30) .  Dans notre cas nous n'avons jamais ol)seivé de diplocaryon. 
Il apparaît donc que, de ce point de vue, cette microsporidie ne 
puisse être une ~Vosema. D'autre part les sporoblastes sont 
toujours uninucléés ce qui pourrait rapprocher cette espèce du 
genre Encephalitozoon mais chez celui-ci le parasite se trouve 
toujours dans une vacuole de la cellule-hôte. Selon Sprague 
(38) les microsporidies du genre Nosema forment des sporoblastes 
par paires et il faut alors les considérer comme des espèces 
disporées (et non plus monosporées), ceci suivant le fait que 
2 sporoblastes fils proviennent de la division d'une même cellule- 
mère. En ce qui concerne l'espèce étudiée ici, il est difficile de 
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dire s'il en est de même, Car si nous observons des groupes de 
jeunes sporoblastes (qui sont au mème stade de développement), 
il n'est pas possible de dire s'ils proviennent d'une même cellule- 
mère ou de plusieurs cellules s'étant divisées en même temps. 
Dans le ler cas, on aurait alors une espèce "plurisporée" et dans 
le 2e, une espèce "disporée." D'autre part, une espèce "pluri- 
sporée" laisse suggérer l'existence d'un stade plasmodial. Or  
ce stade ne paraît pas exister dans le cas envisagé ici, à moins 
qu'il soit très fugace. II est certain que nous avons observé des 
stades à plusieurs noyaux, mais ceux-ci ne ressemblaient pas à 
des plasmodes, et nous pensions qu'ils étaient dû à un retard de 
la cytodiérèse par rapport à la caryodiérèse. 

C'est ~ o u r ~ u a i  cette espèce ne peut être rapprochée du genre 
Perezia qui présente selon Léger & Duboscq (20) des "schizontes 
plasmodiaux;" de plus, ce dernier genre n'a encore fait l'objet 
d'aucune étude ultrastructurale et on ne sait pas s'il possède 1 
ou 2 noyaux (diplocaryon). 

Par conséquent, il apparaît fort probable de par son originalité, 
que le parasite dénommé initialement Nosema vivieri ne puisse 
plus faire partie du genre Nosema, la raison essentielle étant 
l'absence, à quel stade que ce soit, de diplocaryon. Cela justifie 
donc la substitution du genre nouveau Nosemoides au genre 
Nosema. Actuellement, les critères de la systématique ne sont pas 
suffisamment bien définis et évoluent sans cesse avec les données 
nouvelles apportées par les études ultrastructurales. C'est pour- 
quoi, en absence de données comparatives étendues et valables, 
il nous semble prudent de conserver, au moins à titre provisoire, 
ce nouveau genre dans la famille des Nosematidae, ceci dans 
l'attente de données éq~iivalentes sur les autres genres et espèces 
de microsporidies. 

, Nosemoides gen. n. 
Diagnose.-Parasite uninucléé toujours en contact direct avec 

le cytoplasme de l'hôte (à quel stade que ce soit); absence de 
stade plasmodial; schizogonie aboutissant à la formation de 
sporoblastes souvent disposés en "rosettes" ou en "groupes," 
chaque sporoblaste évoluant en une seule spore. 

iVosemoides vivieri 

Diagnose.-Microsporidie à spores ovoïdes (2,5-3 pm sur 1-1,5 
,um) munies d'un filament polaire; absence de stade plasrnodial 
et de pansporoblaste. 

H6te.-La grégarine Lecudina linei Vinckier, parasite intestinal 
du Nemerte Lineus viridis (Fabricius) Johnston. 
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D - Remarques sur la position systématique d e  la microsporidie 

Nosemoides vivieri 

Le cycle de la microsporidie Nosemoides vivieri, hyperparasite de la grégarine 

Lecudina linei (VINCKIER, 1972) se déroule en totalité au contact direct du cytoplasme-hôte. 

Il s'agit donc bien d'une microsporidie apansporoblastique. Les différents stades de 

développement sont toujours uninucléés et ne présentent jamais de diplocaryon. Cependant si les 

formes multinucléés observées font penser à des formes plasmodiales, elles sont plutôt dues au 

décalage entre caryocinèse et cytodiérèse ou au fait que plusieurs caryocinèses peuvent se 

produire avant qu'il n'y ait cytodiérese. Mais la présence de sporoblastes au même stade 

d'évolution, disposés en rosette ou en groupe, peut laisser supposer le caractère polysporé de 

cette microsporidie. Chaque sporoblaste évolue directement en spore. 

Le genre Nosemoides VINCKIER 1975 a donc été créé pour cette microsporidie 

initialement placée dans le genre Nosema Nageli 1857 (VINCKIER et Coll., 1970, 1971) sous le 

nom de Nosema vivieri, et placé, au moins à titre provisoire, dans la famille des Nosematidae 

(VINCKIER 1975). Mais l'absence de diplocaryon tout au long du cycle et son caractère 

polysporé écarte définitivement le genre Nosemoides du genre Nosema Ntigeli 1857 dont les 

deux principales caractéristiques sont selon CALI (1971) et SPRAGUE (1978), la présence 

d'un diplocaryon et le caractère disporé. De même, il semble difficile de maintenir ce genre dans 

la famille des Nosematidae Labbé 1899 caractérisée, selon SPRAGUE (1977) par la présence, 

au moins au stade sporoblaste, d'un diplocaryon. D'après cet auteur, cette famille ne 

comprendrait que les genres Nosema, Ameson et Ichthyosporidium. 

La création de ce nouveau genre Nosemoides a été justifiée et confirmée par 

l'étude ultrastructurale de Nosemoides simocephali (LOUBES et AKBARIEH 1977), puis de 

Nosemoides tilapiae (SAKITI et BOUlX 1987), ces auteurs basant leur détermination sur le 



développement au contact direct du cytoplasme-hôte, I'absence de diplocaryon et le caractére 

polysporé du parasite. Dans leur discussion, LOUBES et AKBARIEH (1977) ont été amenés à 

rapprocher le genre Nosemoides du genre Unikaryon créé par CANNING, LAI et LIE (1 974) à 

propos d'une microsporidie, Unikaryon piriformis, parasite de larves d'un trématode de 

Malaisie et alors également classée parmi les Nosematidae. LOUBES et AKBARIEH (1977) 

proposent donc de regrouper les genres Unikaryon et Nosemoides, qui sont apansporoblastiques 

et dépourvus de diplocaryons, dans une  nouvelle unité taxonomique>> qui n'existe ni dans le 

<<cadre systématique>> de TUZET et Coll. (1971), ni dans la classification de SPRAGUE (1970, 

1972). Cependant cet auteur (SPRAGUE, 1977) dans sa <<Classification and Phylogeny of the 

Microsporida>>, créé la famille des Unikaryonidae regroupant les genres Unikaryon, 

Nosemoides et Perezia. II définit cette nouvelle famille qui comporte des parasites à caractére 

polysporé ou disporé, comme sporulant en contact direct avec le cytoplasme de la cellule-hôte et 

dont les sporoblastes sont uninucléés et les spores de forme ovoïde. CANNING et Coll. (1974) ont 

créé et défini le genre Unikaryon à partir d'observations faites en microscopie photonique, 

genre confirmé aussitôt après par CANNING et NICHOLAS (1974), aussi bien en microscopie 

photonique qu'électronique, à propos de Unikaryon legeri (DOLLFUS, 191 2) initialement 

nommée Nosema legeri, microsporidie à caractère disporé. Ces auteurs signalent cependant la 

présence fréquente de spores mûres dans des vacuoles parasitophores. Quant au genre Perezia, 

validé définitivement par ORMIERES et Coll. (1977) à propos de l'espèce type Perezia 

lankesteriae LEGER et DUBOSCQ 1909, microsporidie apansporoblastique et de caractère 

polysporé, il est caractérisé par la présence de diplocaryons pendant la phase schizogonique, 

alors que les sporoblastes sont uninucléés. Si ces trois genres Unikaryon, Nosemoides et 

Perezia peuvent être rapprochés notamment par leur ressemblance ultrastructurale, I'absence 

de pansporoblaste, l'existence de sporoblastes uninucléés et de spores de forme ovoïde, ils 

paraissent également trbs différents les uns des autres. VAVRA et Coll. (1981), en analysant les 



caractères susceptibles de définir les genres chez les microsporidies, signalent la difficultb à 

fixer correctement le niveau d'importance de ceux utilisés pour la définition de chaque genre. Si 

les grandes lignes de la classification (SPRAGUE, 1977; WEISER, 1977) n'évoluent que 

relativement peu, dans le détail il est probable que la définition des différentes familles et 

surtout des différents genres continuera d'évoluer au fur et à mesure que des données nouvelles 

apparaitront. 



CHAPITRE IV 

ETUDE DE LA MlCROSPORlDlE NOSEMA APIS 



INTRODUCTION 

La nosémose des abeilles connue depuis longtemps reste néanmoins d'actualité, 

ne seraitce que pour son impact économique vis à vis des apiculteurs. Si beaucoup d'auteurs se 

sont intéressés au cycle et à la cytologie du parasite proprement dit Nosema apis, 

i'épidémiologie de la maladie a également suscité de nombreux travaux, de même que les 

recherches en vue d'optimaliser les conditions de production du miel vont de pair avec une 

meilleure connaissance des interactions entre l'abeille et son environnement écologique. 

Si tous les travaux publiés jusqu'ici concernant la cyto-physiologie ont 

apporté énormément de données intéressantes quant à la biologie des Microsporidies en général 

et de Nosema apis en particulier, tous les aspects n'en sont pas pour autant épuisés et de 

nombreux points demandent à être précisés. C'est pourquoi nous avons repris l'étude des 

différents stades du cycle de Nosema apis à la lumihre des renseignements apportés par la 

technique de la cryofracture et comparés à ceux fournis par I'étude ultrastructurale classique. 

RESULTATS 

Si certaines microsporidies, chez leurs hôtes respectifs, peuvent infester 

différents tissus et organes, Nosema apis par contre, ne semble parasiter que les cellules de 

l'intestin moyen de l'abeille Apis mellifica L. (WEISER, 1978). 

Le cycle de toute microsporidie débute avec la pénétration, dans une 

cellule-hôte, du sporoplasme reprbsentant le stade infestant, et se termine avec la 

différenciation des spores permettant la dissémination de la maladie mais pouvant également 

être considérées comme des formes de résistance abritant le sporoplasme. Ce cycle comprend 

deux phases distinctes : la phase végétative ou mérogonie (ou schizogonie) avec sporoplasmes et 

mérontes (ou schizontes) et la phase sporogonique avec sporontes, sporoblastes et spores. 



L'observation de coupes ultrafines et de répliques obtenues par cryofracture de 

cellules épithéliales infestées du mésentéron, montre les principaux stades de développement 

du cycle du parasite (figs.7 et 8) : mérontes, sporoblastes et spores situés au contact direct du 

cytoplasme de la cellule-hôte. S'il est possible de rencontrer ces différents stades répartis dans 

toute la cellule, il arrive souvent que les stades de rune des deux phases prédominent sur ceux 

de l'autre phase. II faut aussi remarquer qu'il est trhs difficile d'observer le sporoplasme et de 

distinguer le méronte âgé (ou de dernière génération) du jeune sporonte. 

A) La phase végétative ou mérogonie 

Après pénétration dans la cellule-hôte, le parasite se multiplie rapidement, et 

va occuper un volume de plus en plus important de la cellule parasitée . Cette phase végétative 

est caractérisée par deux stades : le sporoplasme ou stade infestant et surtout les mérontes (ou 

schizontes) représentant le stade principal de la mérogonie. 

1) Le sporoplasme 

Ce sporoplasme qui constitue le germe infectieux est injecté, par le filament 

polaire évaginé de la spore, dans la cellule-hôte. Nous n'avons jamais observé ce stade de durée 

très brève. Selon ISHIHARA (1968) chez Nosema bombycis, WEIDNER (1972) puis WEIDNER 

et TRAGER (1973) chez Nosema michaelis, le sporoplasme ressemble à une cellule très simple 

contenant l'appareil nucléaire et un peu de cytoplasme, le tout entouré de quelques structures 

membranaires. WEIDNER (1972) signale un remaniement nucléaire et cytoplasmique dans le 

sporoplasme après 15 à 2 0  minutes de séjour dans la cellule-hôte alors que débute la synthèse 

du réticulum endoplasmique : le sporoplasme se transforme ainsi en méronte et les organites 



cytoplasmiques se différencient. WEIDNER et Coll.. (1984) pensent que, chez Glugea hertwigi 

et Spraguea lophii, lors de l'évagination du filament polaire, la membrane plasmique limitant le 

cytoplasme de la spore reste dans celle-ci et le sporoplasme ainsi expulsé doit donc acquérir une 

nouvelle membrane plasmique qui pourrait alors provenir du polaroplaste. Puis 

SCARBOROUGH-BULL et WEIDNER (1 985) confirment que la surface du sporoplasme expulsé 

hors de la spore de Glugea hertwigi posséde bien certaines des propriétés d'une membrane 

plasmique. Cependant TOGUEBAYE et MARCHAND (1987), chez Nosema couilloudi, montrent que 

le sporoplasme, en quittant la spore, reste limité par une grande partie de la membrane 

plasmique sporale qui s'est écartée de I'endospore. 

2) Les mérontes 

a) Structure générale 

Les mérontes, répartis dans les cellules épithéliales intestinales, sont en 

contact étroit avec le cytoplasme-hôte. De forme approximativement sphérique ou ovale, de 4 à 

5 prn de diamètre, ils sont limités par une simple membrane plasmique (figs.9 et 10). Les tout 

jeunes mérontes, comme l'ont remarqué YOUSSEF et HAMMOND (1971), ont une forme moins 

bien définie et quelque peu amoeboïde et plus le méronte est âgé, plus son contour devient 

régulier. Le cytoplasme peu dense et pauvre en inclusions, est riche en ribosomes. Chez les 

jeunes mérontes, le réticulum endoplasmique, encore peu abondant et réparti plus ou moins 

régulièrement dans la cellule, est parfois dilate en petites vésicules (fig.9); par la suite ce 

réticulum se dispose souvent en lignes plus ou moins concentriques autour de l'appareil 

nucléaire; il peut alors être en relation avec un ou deux amas de petites vésicules à contenu 

relativement dense, assimilables a un appareil de Golgi primitif : les figs.13, 14, 15 montrent 

d'ailleurs bien les relations existant entre ce réticulum endoplasmique parfois dilaté et la 



membrane externe de l'enveloppe nucléaire d'une part, et avec les vésicules golgiennes d'autre 

part. Au centre de la cellule se trouve l'appareil nucléaire représente, comme chez toutes les 

microsporidies du genre Nosema, par un diplocaryon constitué de deux noyaux étroitement 

accolés. Ce diplocaryon sera d'ailleurs présent dans tous les stades du cycle de Nosema apis. II 

n'y a ni grains de réserves ni mitochondries, ce qui est typique chez les microsporidies. Le 

méronte paraît également régulièrement encerclé par du réticulum endoplasmique-hôte 

(figs.9, 10). 

En cryofracture, sur les répliques ou la fracture a traversé la cellule suivant 

n'importe quel plan (fig.ll), toutes les structures observées sur coupes ultrafines (figs.9, 

10) sont facilement identifiables (figs.11 et 17) : cytoplasme peu dense avec ribosomes, 

diplocaryon, réticulum endoplasmique, amas de petites vésicules golgiennes, membrane 

plasmique bordée de réticulum endoplasmique -hôte. 

b) La membrane plasmique 

La membrane cellulaire est la seule membrane qui sépare le parasite du 

cytoplasme de la cellule-hôte. Elle est constituée par une membrane plasmique typique, bordée 

extérieurement, de façon plus ou moins discontinue, par du réticulum endoplasmique-hôte 

(figs .9, 1 0). 

Sur les répliques obtenues en cryofracture, lorsque la fracture suit le milieu 

de la membrane plasmique, la surface de l'une ou de l'autre des deux hemimembranes peut alors 

être observée : la fig.12 montre la face P de la membrane plasmique avec de nombreuses 

particules intramembranaires de diamètre assez uniforme (7'5 - 1 0  nm) et assez 

régulièrement réparties sur toute I'hémimembrane (environ 1440 PI MI^^^). La cellule 

paraît bordée par une "ligne" de granules de diamètre légèrement plus grand (9-1 1 nm) de 

signification inconnue (peut-être du réticulum endoplasmique-hôte ?) 



c) Le diplocaryon 

Chez Nosena apis, l'appareil nucléaire est représenté par deux noyaux 

étroitement accolés constituant le diplocaryon, présent à tous les stades du cycle de 

développement, comme chez toutes les microsporidies du genre Nosema (CALI, 1971 ; 

SPRAGUE, 1978). Ces deux noyaux du diplocaryon ont une structure identique (figs. 9, 10, 16) 

et se comportent de façon totalement synchrone au cours du cycle cellulaire. Chacun d'eux 

paraît avoir la structure typique du noyau de la cellule eucaryote. Leur forme est plus ou moins 

ronde, parfois légèrement ovale, avec un diamétre d'environ 1,6 Pm. Ils sont cependant plus ou 

moins aplatis au niveau de la zone d'accolement (figs.9, 10, 16). Chaque noyau possède sa 

propre enveloppe nucléaire, comme l'avait déjà signalé VAVRA (1 965, 1968), constituée de 

deux membranes, externe et interne, et percée de pores nucléaires, excepté semble-t-il au 

niveau de la zone de contact entre les deux noyaux. A ce niveau, il apparaît que les rapports 

entre les deux noyaux sont uniquement des rapports de contiguité car il ne semble pas y avoir de 

fusion entre les deux enveloppes nucléaires. En effet au niveau de la zone d'accolement (fig.l8), 

ces deux enveloppes nucléaires forment une zone dense dont l'épaisseur totale peut varier de 3 0  

à 37 nm. A cet endroit les deux enveloppes d'environ 14 à 17 nm d'épaisseur chacune, sont 

séparées par un espace de 6,5 à 9 nm de large. II semble que celui-ci soit vide et clair et ne 

constitue pas comme chez Ameson michaelis (WEIDNER, 1970) un étroit pont cytoplasmique. 

II apparait cependant qu'au niveau de l'aire de contact, les enveloppes nucléaires sont moins 

épaisses (14-17 nm), probablement par réduction de l'espace périnucléaire, que sur le reste 

du pourtour du noyau où leur épaisseur peut varier de 24 à 3 0  nm. Le fait que les membranes 

nucléaires externe et interne, dans cette zone, soient plus rapprochées l'une de l'autre, les fait 

apparaître plus denses aux électrons comme le soulignent SPRAGUE et Coll. 1968, ORMIERES 

et SPRAGUE 1973, à la différence près que ces auteurs décrivent les membranes nucléaires 

comme étant plus épaisses au niveau de la zone d'accolement. YOUSSEF et HAMMOND (1971) 



parlent également, chez Nosema apis , d'une couche dense au niveau de la zone de contact des 

deux noyaux, due à la réunion ou à la fusion des enveloppes nucléaires, mais le grossissement de 

la microphotographie ne semble pas suffisant pour permettre de dire s'il s'agit d'un simple 

accolement ou d'une véritable fusion des deux enveloppes nucléaires. Cependant tout 

dernièrement, DARWISH, WEIDNER et FUXA (1989) ont observé, au niveau de la zone 

d'accolement des deux noyaux du diplocaryon chez Vairimorpha necatrix, des pores nucléaires 

apparemment disposés face à face, laissant supposer l'existence d'un syst&me de "canaux 

internucléaires" au niveau de ces pores. 

La membrane nucléaire externe, parsemée de ribosomes côté cytoplasmique, 

est en continuité, en certains endroits, avec le réticulum endoplasmique parfois dilaté en une 

sorte d'ampoule (fig.13). Celui-ci est souvent en relation avec un ou deux amas de petites 

vésicules à contenu plus ou moins opaque aux électrons, et baignant dans une matrice 

relativement homogène d'aspect plus dense que le cytoplasme environnant (figs.1 O, 13, 14, 

15), comme l'avaient remarqué YOUSSEF et HAMMOND (1971). Ces amas vésiculaires, souvent 

situés près des noyaux, sont considérés comme étant un appareil de Golgi de type primitif 

(VAVRA, 1965). 

Le nucléoplasme présente un aspect homogène, surtout chez les jeunes 

mérontes, avec la chromatine finement dispersée, la lamina n'étant pas visible (figs. 10, 16). 

Chez des mérontes plus âgés, on peut déjà voir quelques aggrégats d'hétérochromatine (figs.9, 

25).  

Sur les répliques obtenues par cryofracture, le diplocaryon peut être observé 

suivant différents plans de fracture (figs.11, 17, 19, 20, 21, 22, 23, 24). La fracture peut, 

soit traverser en toute direction les deux noyaux du diplocaryon et mettre ainsi en évidence le 

nucléoplasme, soit être tangentielle et fracturer en leur milieu les deux membranes de 

l'enveloppe nucléaire, soit associer ces deux possibilités. Les différents cas rencontrés sur nos 





répliques sont illustrés par les schémas ci-joints (Fig. C). 

Les principaux constituants du noyau eucaryote typique sont retrouvés chez les 

noyaux de Nosema apis : enveloppe nucléaire et nucléoplasme avec la chromatine et les 

ribonucléoprotéines. L'envelopppe nucléaire de chaque noyau est constituée de deux membranes 

nucléaires percées de pores nucléaires plus ou moins nombreux. Les faces fracturées de 

celles-ci présentent des particules intramembranaires (PIM) d'environ 7-8 nm de diamètre et 

dont la densité et la répartition varient suivant les faces observées. D'une façon générale les 

faces E des deux membranes nucléaires paraissent toujours plus lisses que les faces P où les 

PIM sont beaucoup plus nombreuses (figs.17, 19, 20, 21, 22, 23, 24). LIU (1972) avait 

remarqué le même phénomène chez la microsporidie Thelohania bracteata.. Les faces 

membranaires le plus souvent observées sont la face E de la membrane nucléaire externe (EFe) 

et la face P de la membrane nucléaire interne (PFi). La figure 23 montre une densité des 

particules d'environ 368 P I M / ~ ~ ~  sur la face EFe et 1098 PI MI^^^ sur la face PFi. Sur la 

figure 22 la densite des particules est approximativement semblable : 236 PIMI pn2 sur EFe 

et 1178 ~ l ~ l p r n ~  sur PFi. Cependant sur cette derniére figure il paraît y avoir une certaine 

hétérogénéité dans la répartition de ces PIM : en effet vers la zone d'accolement des deux 

noyaux, les particules sont plus denses (environ 2315 P I M / ~ ~ ~  sur PFi) et réguliérement 

réparties tandis qu'en s'éloignant de cette zone elles deviennent moins denses (environ 11 78 

~ l M / p r n ~  sur PFi) et sont plus ou moins groupées en paquets alternant avec des zones lisses, 

dessinant ainsi une sorte de réseau pouvant rappeler les mailles d'un filet. Ceci semble confirmé 

par la fig.17 où vers la zone d'accolement, toujours sur PFi, les particules sont trés denses 

(environ 2410 PI MI^^^) et distribuees de façon homogéne, tandis qu'en s'éloignant vers le 

pôle opposé, on retrouve la répartition en réseau. Ceci paraît constituer un fait intéressant 

pouvant indiquer que la zone d'accolement des deux noyaux, au niveau de laquelle les pores 

nucléaires paraissent absents, pourrait constituer un endroit particulièrement actif, et 



plusieurs questions peuvent se poser : y aurait-il des échanges entre les deux noyaux au niveau 

de cette zone ? Comment se fait-il que ces deux noyaux, bien qu'il ne semble pas y avoir de 

fusion des enveloppes nucléaires, soient indissociables en toute circonstance et durant tout le 

cycle ? STREETT et HENRY (1987) ont montré que les caryocinèses étaient synchronisées, 

alors ne peut-on pas penser que toutes les activités de ces deux noyaux le soient aussi; et le fait 

que les PIM soient beaucoup plus nombreuses au niveau de la zone d'accolement ne serait-il pas 

dû ou ne favoriserait-il pas cette synchronisation ? Nos observations ne permettent pas de 

résoudre ces problèmes. 

Si les faces EFe et PFi des membranes nucléaires sont relativement faciles à 

observer, les faces PFe et EFi sont par contre plus difficiles à mettre en évidence et en général, 

uniquement sur de petites surfaces : les figs. 17, 21, 22 et 24 suggèrent cependant que le 

nombre de particules intramembranaires serait plus important sur la face PFe que sur la face 

EFi. La fig.22 semble montrer que la densité des PIM sur EFi, bien que faible, paraît plus 

importante vers la zone d'accolement que sur le reste du noyau. Sur PFe les particules 

intramembranaires, en dehors de cette zone, seraient également réparties en paquets disposés 

en réseau. La figure 17 donne également l'impression que sur la surface très restreinte de PFe 

les PIM sont plus denses vers la zone d'accolement. LIU (1972), chez Thelohania bracteata, 

suggère que d'un point de vue enzymatique, la variation de densité des particules dans les 

membranes nucléaires pourrait traduire une variation de l'activité biosynthétique dans les 

noyaux; il remarque également qu'une augmentation de la densité de ces particules va de pair 

avec un accroissement du nombre des pores nucléaires. Cependant chez Nosema apis, les pores 

nucléaires semblent absents au niveau de la zone d'accolement. En dehors de celle-ci, 

l'enveloppe nucléaire de chacun des deux noyaux du diplocaryon comporte des pores nucléaires : 

figs.9, 15, 17, 19, 20, 22, 23, 24. Ceux-ci peuvent être observés sur toutes les faces 

fracturées des membranes nucléaires : leur diamètre est d'environ 74-76 nm et leur 



répartition est le plus souvent assez irréguliére (figs.11, 17, 19, 20, 22, 23, 24). Chez les 

mérontes observés, la densité de ces pores varie de 35 à 48 pores/lrm2. LIU (1972) a 

également montré que celle-ci pouvait varier au cours des différents stades du cycle, et que son 

maximum se situait au stade sporoblaste pendant lequel s'effectue toute I'organogenése de la 

spore, et donc stade où les échanges nucléocytoplasmiques seraient les plus importants. Au 

niveau de ces pores on retrouve un certain nombre de granules ou sous-unités du complexe 

nucléaire, mais un granule central est rarement observé (figs. 17, 19, 20, 22, 23, 24, 27). 

Ce granule central, suivant l'opinion couramment admise représenterait des matériaux 

informationnels ( DU PRAW, 1970; SCHEER, 1970); il semble donc, comme l'a suggéré LIU 

(1972), que l'activité nucléaire des mérontes soit peu importante. 

Le nucléoplasme, de structure finement granuleuse et plus ou moins homogène, 

présente des particules chromatiniennes, d'environ 8-8,5 nm de diamétre, relativement peu 

denses (environ 750 particules lPm2) et discrètement groupées en amas dessinant un réseau 

plus ou moins net (figs. 11, 17, 19, 20, 21, 27). 11 n'est pas possible de distinguer dans ce 

nucléoplasme ni lamina, ni aggrégats chromatiniens. 

Le diplocaryon, composant nucléaire constitué par "I'association" de deux 

noyaux étroitement accolés, est présent dans tous les stades du cycle. Cependant il nous est 

arrivé d'observer des figures différentes de ce diplocaryon classique : par exemple, la figure 25 

montre un méronte dont l'appareil nucléaire apparaît constitué par trois noyaux étroitement 

accolés, sans fusion apparente des enveloppes nucléaires; toutefois le noyau médian (fig.26) 

présente des sections de microtubules d'environ 15 à 2 0  nm de diametre. La présence de 

ceux-ci, de même que celle d'agrégats chromatiniens rappelant des chromosomes dans les deux 

noyaux adjacents, peuvent suggérer une figure de caryocinèse. 

Le même type de figure a pu être observe en cryofracture (fig.27) mais aucun 

aggrégat chromatinien n'est différencié dans le nucléoplasme. Un autre type de figure 



diplocaryotique, pour autant qu'il s'agisse d'un véritable diplocaryon, apparaît sur les 

microphotographies 28 et 29 où il semble y avoir un simple noyau replié en U dont les deux 

branches verticales, pratiquement accolées, réduisent à son minimum la cavité de ce U. Cette 

figure, exceptionnelle chez Nosema apis, a été observée chez Thelohania contejeani par COSSINS 

et BOWLER (1974), et MAURAND et VEY (1973) pensent que dans les sporoblastes de cette 

même microsporidie, il n'existe qu'un simple noyau, la forme en U n'apparaissant seulement 

que dans les spores. Un troisième cas de figure atypique a également été observé, mais très 

rarement, chez Nosema apis : en effet il peut parfois y avoir, aussi bien chez le méronte 

(figs.30, 31) que chez le sporoblaste (figs.32, 33), une fusion au niveau des membranes 

nucléaires externes des deux noyaux du diplocaryon : ceux-ci paraissent accolés uniquement 

par les membranes nucléaires internes, séparées par un espace de 22 A 3 0  nrn de large, la 

membrane nucléaire externe étant continue d'un noyau à l'autre. Seules donc les membranes 

nucléaires externes auraient fusionné, et seraient donc absentes au niveau de la zone 

d'accolement où les deux noyaux ne se juxtaposent que par leurs seules membranes nucléaires 

internes. La signification de ce phénomène est énigmatique, bien qu'il aurait pu s'agir d'un début 

de caryogamie, mais si caryogamie il existe, celle-ci intervient généraiement à un moment 

précis du cycle, or ici ce phénornéne de "fusion" a été observé aussi bien au stade rnéronte qu'au 

stade sporoblaste. 

3) La phase de multiplication des mérontes 

a) La caryocinèse 

Le fait que la caryocinèse précéde toujours la cytodiérése, améne la formation 

de plasmodes temporaires plurinucléés (généralement tétranucléés). 



Chez Nosema apis, comme chez les autres microsporidies, la division nucléaire 

s'effectue sans disparition de l'enveloppe nucléaire et procède comme une cryptomitose 

acentriolaire (figs.34, 35, 36, 37, 38) selon la terminologie de HOLLANDE (1972). Ce type de 

division a été très bien décrit par DESPORTES (1976) chez la microsporidie Stempellia 

mutabilis. Le fuseau mitotique est intranucléaire et il n'y a pas de centriole (figs.34, 35) : les 

microtubules fusoriaux divergent à partir de deux formations appelées plaques polaires 

(DESPORTES, 1976) ou plaques fusoriales (VAVRA, 1976) par analogie avec ce qui se passe 

chez les levures (MOENS et RAPPORT, 1971). Chacune d'elles, placée sur l'enveloppe nucléaire 

(VIVIER 1979) au niveau d'une petite dépression (figs.35, 36, 37, 38)' paraît constituée par 

une zone dense d'environ 36 nm d'épaisseur comprenant deux épaississements membranaires. 

De part et d'autre de chaque plaque on observe du matériel dense sur lequel, du côté interne 

(intranucléaire), prend racine le fuseau mitotique (figs.36, 37); du côté externe 

(extranucléaire), il existe toujours, au niveau de la plaque, des petites vésicules à contenu plus 

ou moins dense (figs.36, 37), généralement au nombre de trois comme l'ont signalé YOUSSEF et 

HAMMOND (1971). BERREBI (1 978) a 0 b s e ~ é  le même phénomène chez Glugea atherinae. 

Selon DESPORTES (1976)' la formation de ces plaques polaires serait induite par les 

formations polaires extranucléaires représentant le centre cinétique (HOLLANDE, 1972). 

Celui-ci subirait une autoduplication entrainant la formation de deux plaques polaires d'abord 

jointives, et induisant chacune la formation d'un hemifuseau dont les microtubules se mettent en 

relation avec l'un des deux lots de chromatides (HOLLANDE, 1972). Puis les deux plaques 

polaires vont s'écarter l'une de l'autre et gagner progressivement (fig.35) les pôles opposés du 

noyau, entrainant ainsi les chromatides qui leur sont rattachées par l'intermédiaire des 

microtubules kinétochoriens; l'image de division obtenue est alors une pseudo-métaphase 

(DESPORTES, 1976). La fig.34 représente déjà un début d'anaphase avec la séparation des 

chromatides. Le fuseau mitotique est constitué de rnicrotubules continus et de microtubules 



chromosomiques ou kinétochoriens d'environ 25 nm de diamètre, rattachés aux chromatides 

ffig.38) au niveau des kinétochores; ceux-ci semblent avoir une structure trilamellaire dont la 

couche dense externe parait plus ou moins conique (fig.38). Nos observations ne nous ont 

jamais permis de montrer la division simultanée des deux noyaux du diplocaryon, car selon 

SPRAGUE et VERNICK (1969)' CANNING et SINDEN (1973), STREETT et HENRY (1987)' les 

microtubules fusoriaux sont parallèles à la ligne d'accolement des deux noyaux. 

b) La cytodiérèse 

La cytodiérèse (fig.39) qui semble intervenir peu de temps après la 

caryocinése, est marquée par i'allongement du plasmode et se fait par étranglement médian du 

cytoplasme. Vers le milieu de ce plasmode (fig.39)' la membrane cellulaire s'invagine et parait 

s'épaissir légèrement à ce niveau, les deux invaginations allant à la rencontre l'une de l'autre. 

Au cours de notre étude nous n'avons rencontré que très rarement des stades plasmodiaux 

pendant la phase schizogonique et ceux-ci ne contenaient jamais plus de deux diplocaryons. CALI 

(1971) signale également chez Nosema apis, des cellules parasitaires pouvant contenir jusqu'à 

six diplocaryons. 

6)  La phase de sporulation ou sporogonie 

Cette phase, essentiellement caractérisée par une différenciation cellulaire 

très importante, comprend trois stades : le stade initial ou sporonte, le sporoblaste et la spore. 

1) Les sporontes 

a) Le sporonte proprement dit 

Selon VAVRA (1965, 1973, 1976) le début de la phase de sporulation est 

marqué par I'épaississement, côté externe, de la membrane cellulaire du parasite et CALI 



(1971) utilise ce phénoméne comme critére distinctif entre méronte et sporonte. En effet, d'un 

point de vue cytoplasmique, il ne semble y avoir que trés peu de différence entre le dernier 

stade de la schizogonie et le premier stade (ou sporonte) de la sporogonie. VAVRA et SPRAGUE 

(1976) définissent le sporonte comme une cellulle dont les résultats de la division immédiate 

sont les sporoblastes, c'est à dire une cellule qui se divise directement en sporoblastes. Le genre 

Nosema (CALI, 1971 ; SPRAGUE, 1977, 1978; VAVRA et Coll. 1981) est disporé et chaque 

sporonte se divise uniquement en deux sporoblastes. 

Le sporonte (fig.40), de forme plus ou moins ovoïde, d'environ 8 à 9 pm de 

long sur 4 à 5 pm de large, est caractérisé par un cytoplasme homogène, relativement dense, 

riche en reticulum endoplasmique souvent dilaté en petites vésicules et en relation avec un amas 

de petites vésicules golgiennes. Au sein du cytoplasme se trouve un diplocaryon dont les deux 

noyaux, à nucléoplasme homogéne, présentent quelques densifications pouvant représenter des 

amas chromatiniens. Ce sporonte est limité par une membrane plasmique montrant, en certains 

endroits, des épaississements dus à un dépôt, côté externe, de matériel dense d'environ 18 à 20 

nm d'épaisseur. Ce dépôt, localisé initialement aux deux extrémités du sporonte (figs.40, 41) 

est discontinu, formant ainsi des zones épaissies (membrane plasmique et dépôt) séparées de 

zones minces constituées de la seule membrane plasmique (figs.43, 44, 45). Puis 

progressivement toute la surface du sporonte va se trouver recouverte d'une couche de matériel 

dense (figs. 42, 46, 47, 48, 49). 

b) Les stades plasmodiaux 

Chaque sporonfe va se diviser une seule fois pour former deux sporoblastes. La 

caryocinèse précédant toujours la cytodiérèse, des stades plasmodiaux se forment. Cependant 

ceux-ci ne possèdent jamais plus de deux diplocaryons (figs. 42, 43, 45, 46, 48, 49). Pendant 

la durée de ces stades le dépôt de matériel dense sur la membrane plasmique se poursuit 



(figs.43, 45) et finira par recouvrir toute la surface du petit plasmode (figs.48, 49). Ces 

stades plasmodiaux ne semblent guére plus grands que le sporonte initial : de même forme ovoïde 

ils mesurent environ 8 à 9 pm de long sur 4 à 5 pm de large; leur cytoplasme, légèrement 

moins dense, mais riche en réticulum endoplasmique en relation avec un ou deux amas golgiens 

ou d'autres petites vésicules, comporte deux diplocaryons dont les noyaux, toujours à 

nucléoplasme homogène, montrent une plage plus dense pouvant correspondre à un nucléole 

(figs. 42, 48, 49). 11s sont limités par une paroi constituée de la membrane plasmique 

recouverte extérieurement d'un dépôt de matériel dense d'environ 20 nm d'épaisseur. 

II apparaît donc que la seule différence structurale entre le dernier stade 

schizogonique et le premier stade sporogonique, soit l'apparition chez ce dernier d'un dépôt de 

matériel dense sur la membrane plasmique. Cependant YOUSSEF et HAMMOND (1 971), chez 

Nosema apis parasite d'abeilles d'été, montrent deux figures qu'ils nomment respectivement 

schizonte et sporonte, avec sur la premiere un début de dépôt de matériel dense sur la 

membrane plasmique, et sur la deuxiéme un dépôt déjà beaucoup plus étendu mais encore 

discontinu. C'est pourquoi dans notre étude nous avons considéré comme sporonte toute cellule 

parasitaire sur laquelle apparaît le moindre dépôt, aussi peu étendu soit-il. 

Puis chacun de ces stades plasmodiaux va subir une cytodiérése pour former 

deux sporoblastes. 

2) Les sporoblastes : la transformation sporoblastique et 

I'organitogenèse de la spore 

Chez les microsporidies du genre Nosema , chaque sporoblaste évolue 

directement en une seule spore, et au cours de cette différenciation se formera la spore 

définitive mature. Cette morphogenèse concerne trois types de structures : 

- le filament polaire et ses annexes : polaroplaste et vacuole postérieure. 



- la paroi de la spore. 

- le cytoplasme et les organites cellulaires classiques (= sporoplasme). 

Nous nous intéresserons plus particulièrement aux deux premiers types de 

structures dont les transformations sont très spectaculaires et importantes en regard de celles 

intervenant au niveau du cytoplasme. Le filament polaire et ses annexes constituent en effet le 

système mécanique qui permettra, lors de l'évagination du filament, "d'injecter" le sporoplasme 

(OU "germe") dans une nouvelle cellule-hôte, lequel sera à l'origine d'un nouveau cycle du 

parasite. La paroi de la spore, quant à elle, constitue à la fois une protection efficace contre 

toute agression extérieure et un réactif, en conditions favorables, aux stimulis exogènes qui 

permettront l'activation de la spore et le déclenchement du processus d'extrusion du filament 

polaire . 

a) Le filament polaire et ses annexes 

L'évènement primordial de cette transformation sporoblastique est 

incontestablement constitué par la formation du filament polaire, du polaroplaste et de la 

vacuole postérieure. Cette phase très complexe peut être divisée en plusieurs processus plus ou 

moins simultanés. 

a) Origine et formation du filament polaire 

Chez Nosema apis comme chez Nosemoides vivieri , le filament polaire tire 

son origine, au moins en grande partie, de l'appareil de Golgi comme l'ont signalé YOUSSEF et 

HAMMOND (1971). Cette origine décrite pour la premihre fois par VAVRA (1965)' est 

actuellement reconnue par tous les auteurs, le problème étant de savoir si ce Golgi est seul à 

intervenir, ou bien si d'autres structures cellulaires, comme le réticulum endoplasmique, ne 

pourraient pas aussi participer directement ou indirectement à l'élaboration de cet organite. 



Cet appareil de Golgi atypique, peu visible dans les premiers stades de 

développement, et qui n'a jamais été mis en évidence dans le "germe sporoplasmique" infestant 

la cellule-hôte, prend une importance considérable dans le sporoblaste lors de l'élaboration du 

filament polaire, puis semble disparaître dans la spore mature. Chez les schizontes (figs 10, 

13, 14, 15), il a souvent été observé, soit près du diplocaryon, soit dans le cytoplasme 

environnant, un amas de petites vésicules à contenu plus ou moins dense, assimilable à un 

appareil de Golgi primitif (VAVRA, 1965). Ces vésicules peuvent être en relation soit avec la 

membrane externe de I'envelopppe nucléaire (figs 13, 14), soit le réticulum endoplasmique 

(figs 10, 15), elles seront, dans le sporoblaste, à l'origine du filament polaire. Celui-ci est une 

structure tubulaire pleine, attachée par sa partie proximale ou basale a un disque d'ancrage en 

forme d'ombrelle appelé sac polaire (figs 11 0, 11 1, 112) et situé au pôle apical de la spore, 

immédiatement sous la paroi sporale. De ce sac polaire, le filament descend longitudinalement de 

façon rectiligne vers le centre du sporoblaste, puis s'enroule en spirales dans la moitié 

postérieure de celui-ci (figs 110, 11 1, 11 2, 114, 115). 

Le sac polaire 

La premikre manifestation de l'élaboration du filament polaire est 

i'apparition, dans le cytoplasme du jeune sporoblaste, d'une nouvelle structure à contenu 

finement granulaire et moyennement dense, en partie limitée d'un côté par une membrane 

unitaire (figs. 50, 51, 52, 53) et ouverte, du côté opposé, sur un amas de vésicules golgiennes 

anastomosées dont le contenu est de densité semblable. Cette structure, située plus ou moins 

proche du diplocaryon, mais jamais placée dans une dépression de l'enveloppe nucléaire comme 

chez Nosemoides vivieri, est à l'origine du sac polaire formé par coalescence de ces vésicules 

golgiennes (figs. 50, 51, 52, 53), qui seront également à I'origine du filament polaire (figs. 

56, 57, 58, 59, 60). La fig. 53 suggère l'existence de relations possibles entre le sac polaire 

en formation et le réticulum endoplasmique. Ce sac polaire, dont le contenu deviendra de plus en 



plus dense au fur et à mesure de la transformation sporoblastique, va très vite migrer au pôle 

apical de la future spore (figs 54, 55). Presque simultanément apparaît vers le pôle opposé, 

une autre structure dense (fig. 54) paraissant également en relation avec les vésicules 

golgiennes (fig. 55) et qui pourrait être à l'origine de la vacuole postérieure. 

Le filament polaire 

Le filament polaire va se différencier entre ces deux nouveaux organites que 

sont le sac polaire et la vacuole postérieure (fig. 56), rappelant ce qui a été observé chez 

Nosemoides vivieri . Lors de sa formation le filament polaire est constitué de trois zones 

concentriques (figs. 56, 57, 58, 59, 60, 61) : 

- une zone externe sombre limitée extérieurement par une membrane 

unitaire. 

- une zone moyenne claire. 

- une zone centrale sombre, toujours excentrée par rapport aux deux autres. 

Le diamètre du filament n'est pas constant et peut varier entre 120 et 250 nrn 

environ. Ce filament polaire se forme par coalescence des vésicules golgiennes qui sont en 

rapport étroit avec la zone externe mais aussi la zone centrale axiale du filament (figs 59, 60, 

61, 95, 96). Dans le sporoblaste ces vésicules anastomosées forment un amas plus ou moins 

central à la périphérie duquel s'élabore le filament polaire : les vésicules se disposent en une 

sorte de manchon cylindrique englobant une zone centrale dense (figs. 59, 60, 61, 95, 96), et 

le filament paraît alors constitué de deux cylindres emboîtés séparés par une zone claire (zone 

moyenne) d'épaisseur variable (25 à 50 nm) : l'externe (= zone externe) épais de 18 à 30 nm 

comprend la membrane unitaire et la partie dense sous-jacente, et l'interne (= zone centrale 

axiale) de 40 à 60 nm de diamètre, excentré, plein et de forte densité. 

Les vésicules golgiennes peuvent parfois former des figures d'interprétation 

difficile : il est ainsi possible d'observer des réseaux à mailles plus ou moins hexagonales 



(fig.58) rappelant les rayons d'abeilles, ou des sections de filament de diamètre beaucoup plus 

important comprenant une ou plusieurs zones centrales axiales (figs. 56, 57, 58, 72, 86, 95, 

96), ou encore des sections de diamètre plus réduit, dépourvues d'axes centraux, et pouvant 

être accolées à des sections typiques (figs. 56, 57). Ceci semble aussi avoir été observé par 

SPRAGUE et VERNICK (1 974) chez Ichthyosporidium sp.. Parfois ces vésicules paraissent aussi 

être en rapport avec des granules denses de taille variable (figs. 56, 57, 58, 95, 96). Parmi 

l'amas de vésicules golgiennes, on peut observer également une zone où celles-ci, plus espacées 

les unes des autres, sont en partie séparées par d'autres vésicules 2i contenu clair et dont 

l'origine pourrait être le réticulum endoplasmique (figs. 65, 66, 95, 96) comme l'ont suggéré 

YOUSSEF et HAMMOND (1971). Ceci rappelle ce qui a été décrit chez Thelohania sp. (VERNIK, 

SPRAGUE et KRAUSE, 1977), Tuzefia debaisieuxi (LOUBES et MAURAND, 1976), Thelohania 

corethrae (LARSSON, 1986). Dans d'autres cas, l'appareil de Golgi peut même prendre un 

aspect tout à fait particulier (figs. 67, 68, 69) : en effet il apparaît alors constitué de saccules 

très aplatis à contenu très dense, soit empilés les uns sur les autres (fig.67), soit disposés de 

façon concentrique (fig.68). Les vésicules golgiennes se formant aux extrémités de ces saccules 

peuvent se dilater directement, soit en des sections circulaires de diamètre réduit et 

dépourvues de zone centrale dense, soit en granules de forte densité (figs. 69, 70, 71). Une 

disposition similaire du Golgi a été observ6e chez Hirsutosporos austrosimuli par BATSON 

(1983) et chez Amblyospora pinensis par KETTLE et PIPER (1988). 

Comme nous l'avons déjà signalé (figs.50, 51, 52), il a été souvent observé, 

dans le cytoplasme du sporoblaste, une ou deux vacuoles (mais peut-être s'agit-il de deux 

sections de la même vacuole ?) (figs. 73, 74, 75), en relation directe avec le filament polaire : 

en effet la membrane de cette vacuole est en continuité avec la membrane du filament polaire, 

soit à la limite sac polaire-filament (fig.74), soit plus loin le long de ce dernier (fig. 75). 

Cette vacuole peut également être en relation avec le réticulum endoplasmique (fig. 73). Une 



telle structure a été observée chez Nosemoides vivieri en début de sporoblastogenèse, ou elle est 

en continuité avec la membrane du sac polaire. Sa signification reste énigmatique. Cependant 

BERREBI (1 978, 1979), chez Glugea atherinae, décrit une "vacuole commune" incluant des 

sections de l'axe dense du filament ; puis celui-ci passe au travers de la paroi de la vacuole et 

dès lors, la zone moyenne claire et la zone sombre périphérique s'organiseront autour de cet axe 

à partir de vésicules golgiennes anastomosées. Nous ne pouvons affirmer avoir vraiment un tel 

processus chez Nosema apis bien que la fig. 72 montre une petite vacuole avec des sections 

denses qui pourraient correspondre à l'axe central du filament polaire. Ce type de figure a 

également été observé chez Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et MAURAND, 1976), et Ameson 

pulvis (VIVARES et SPRAGUE, 1979). 

Le diamètre du filament polaire, pendant sa genèse, n'est pas régulier et peut 

varier du simple au double (120-250 nm) d'un sporoblaste à l'autre, et dans un même 

sporoblaste, d'une portion de filament à une autre. Cependant ce diamètre se régularisera en fin 

de transformation sporoblastique et sera d'environ 100 nm dans la spore. Simultanément, 

lorsque le sac polaire aura migré au pôle apical de la future spore, le sporoblaste, de contour 

plus ou moins circulaire ou déjà légèrement ovale (figs. 54, 55), va s'allonger de plus en plus 

selon l'axe sac polaire-vacuole postérieure, pour prendre une forme nettement ovoïde (figs. 

72, 84, 85, 86, 87), et son cytoplasme sera alors caractérisé par la présence d'un réticulum 

endoplasmique abondant (figs. 84, 85, 86, 87, 88, 92). 

L'observation de répliques obtenues par cryofracture de jeunes sporoblastes 

(fig. 62) montre des structures identiques à celles observées sur coupes fines. Le filament 

polaire qui se forme à la périphérie de l'amas central de vésicules golgiennes anastomosées, est 

constitué de trois zones (figs. 62, 63, 64) : 

- la zone externe limitée par une membrane unitaire dont les faces de fracture 

présentent relativement peu de particules intramembranaires, la face E en comportant 



cependant plus que la face P. Immédiatement sous cette membrane, se trouve un anneau 

périphérique de quelques particules correspondant à la zone sombre adjacente à la membrane. 

- la zone moyenne claire pratiquement dépourvue de particules. 

- la zone centrale axiale, également excentrée, caractérisée par la présence 

d'une dizaine de particules plus ou moins régulièrement disposées selon un anneau de 50 nm de 

diamètre environ. 

Le diamètre de toutes ces particules intramembranaires semble compris entre 

7 et 9 nm. 

Sur toutes les répliques observées on retrouve cette même structure du 

filament polaire (figs 87, 88, 89, 90, 91, 92). En début de formation, le filament polaire 

paraît parfois très dilaté en certaines zones (figs.88, 89) : ceci rappelle certaines sections de 

diamètre plus important, observées sur coupes fines, et dans lesquelles plusieurs axes centraux 

sont visibles (figs 56, 57). Ce filament polaire est donc limité par une membrane unitaire dont 

les faces de fracture P et E sont peu riches en particules intramembranaires (figs.89, 90, 91, 

92) : environ 440 ~ 1 ~ 1 p . m ~  sur la face P où elles sont assez régulièrement dispersées et 1020 

~ l M / p . r n ~  sur la face E où leur répartition semble plus hétérogène. Dans le cytoplasme du 

sporoblaste, on remarque également la présence d'une ou deux vacuoles (fig. 91) et du 

réticulum endoplasmique plus ou moins dispersé ou disposé en lamelles superposées (fig.92). 

Dans l'ensemble tout ceci rappelle ce qui a été décrit par VAVRA, TORPIER et 

PORCHET-HENNERE (1982) chez les microsporidies Tuzetia sp., Amblyospora bracteata, A. 

varians et A. opacita dont les faces de fracture de la membrane du filament polaire comportent 

très peu de particules, excepté chez Tuzetia sp. où celles-ci sont plus nombreuses. Cependant 

LIU (1973), chez Nosema apis, mais sur tissu non fixé, a également décrit les deux faces de 

fracture de la membrane du filament polaire : l'une concave, l'autre convexe, pouvant donc 

correspondre respectivement aux faces P et El la face concave possédant une population de 



particules plus importante que la face convexe, c'est à dire le contraire de ce que nous avons 

observé. 

* Insertion du filament polaire sur le sac polaire 

Le sac polaire, de forme ovoïde, va migrer assez tôt à un pôle du sporoblaste, 

futur pôle apical de la spore. Son contenu, d'abord finement granulaire et de faible densité, va 

devenir de plus en plus opaque au fur et à mesure de l'élaboration du filament polaire (figs. 76 à 

83). A l'endroit où l'extrémité basale ou proximale du filament entre en contact avec le sac 

polaire il est possible de distinguer trois zones (figs 79, 81, 82) : la zone de jonction 

proprement dite (zone 3) coiffée d'une zone plus claire (zone 2) et le sac polaire (zone 1). Au 

niveau de cette jonction, l'axe central du filament polaire pénètre dans le sac polaire où il se 

dilate en "tête de clou" (fig.81) comme l'a observé BERREBI (1978) chez Glugea atherinae. La 

zone moyenne claire ne rentre que relativement peu dans le sac polaire. La membrane du 

filament est en continuité directe avec celle limitant le sac polaire (figs 76, 80, 81) mais la 

couche dense sous-jacente pénètre dans le sac polaire où elle paraît constituer une espèce 

d'anneau basal stratifié (figs 80, 82) qui pourrait correspondre à ce que VAVRA (1976) a 

appelé "charnière". Celle-ci est coiffée d'une sorte de capuchon granulaire à la périphérie 

duquel et à la limite de la zone plus claire, il existe au moins cinq densifications (fig.82). Plus 

tard, dans la spore (figs 112, 113), ces structures vont se condenser, et le sac polaire va 

devenir extrèmement aplati (8 à 12 nm d'épaisseur) assez difficilement distinguable des 

lamelles du polaroplaste qu'il coiffe à la manière d'un "béret" (fig.112). Au niveau de la 

jonction, seul un anneau arqué, stratifié et constitué de trois couches sombres alternant avec 

trois couches plus claires, est alors visible. Ceci semble en accord avec ce qui a été observé 

chez Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et MAURAND 1976), Glugea atherinae (BERREBI 1 978, 

1 979)' Mrazekia brevicauda (GOTZ 1981 ) et Amblyospora culicis (TOG UEBAY E et 

MARCHAND 1986). 



p) Le polaroplaste 

Le polaroplaste est une nouvelle structure qui se forme en fin de genèse du 

filament polaire, dans le tiers antérieur du sporoblaste et sous le sac polaire, entourant ainsi 

la partie basale rectiligne du filament. Comme chez Nosemoides vivieri cet organite paraît 

constitué de deux parties : le polaroplaste lamellaire et le polaroplaste vésiculaire (figs. 110, 

111, 12, 113, 114, 115). 

* Le polaroplaste lamellaire 

Lorsque la formation du filament polaire est bien avancée (figs. 95, 96), il 

apparaît, dans la partie antérieure du sporoblaste, des vésicules plus ou moins allongées 

dérivant probablement du réticulum endoplasmique, qui viennent se placer soit parallèlement à 

la partie basale rectiligne du filament, soit sous le sac polaire (figs. 93, 94). Ces vésicules 

semblent être à l'origine du polaroplaste lamellaire dont la différenciation doit être très rapide 

car nous n'avons jamais pu observer les différentes phases de son élaboration. Ces vésicules 

vont s'étirer fortement pour former des especes de saccules aplatis, empilés les uns sur les 

autres, dont l'ensemble prendra la forme d'une cloche qui laissera passer, au centre de sa partie 

supérieure convexe, le filament polaire inséré sur le sac polaire sus-jacent et qui traversera 

de façon rectiligne l'intérieur de cette cloche (figs.11 O, 11 1). Ce polaroplaste lamellaire 

semble donc être l'homologue du "cavum" décrit chez Nosema sp. par SPRAGUE et Coll., 

(1968). Le nombre de saccules ainsi empilés est variable mais généralement compris entre une 

dizaine et plus d'une trentaine (figs. 11 0, 11 1). Cet empilement, très lâche au début (fig.110) 

se resserre de plus en plus au fur et à mesure de la maturation de la spore (figs.111, 112,114, 

115) donnant un aspect feuilleté au polaroplaste, lamelles dont l'épaisseur varie entre 9 et 20 

nm et séparées les unes des autres par un espace de 8 h 24 nm. Cette structure lamellaire est 

d'autant plus compacte que l'on passe de la partie interne à la partie externe de la cloche (figs. 

111, 112, 115). 



En cryofracture, le polaroplaste lamellaire, en début de différenciation 

(fig.97) paraît également constitué par un empilement de lamelles aplaties séparées, à ce stade, 

par un espace granulaire dont l'épaisseur varie entre 35 et 44 nm. La face de fracture P (PF) 

de ces lamelles présente nettement plus de particules intramembranaires (1650 P I M / ~ ~ ~ )  

que la face E (EF) ( 350 PI MI^^^). Cet empilement de lamelles, traversé en son centre par le 

filament polaire (fig.98) devient de plus en plus compact au fur et à mesure de l'évolution du 

sporoblaste (fig. 99). LIU (1973, 1975), a également observé un polaroplaste lamellaire 

largement feuilleté et constitué de lamelles étroitement empilées dont les faces concave et 

convexe sont granulaires, aussi bien dans la spore immature que dans la spore mature. 

* Le polaroplaste vésiculaire 

L'intérieur de la cavité limitée par le polaroplaste lamellaire est restreint et 

simplement occupé par le filament polaire et, vers l'ouverture, par des petites vésicules à 

I'origine du polaroplaste vésiculaire peu développé chez Nosema apis. La différenciation de ce 

dernier paraît Iégérement décalée par rapport à celle du polaroplaste lamellaire et ne semble 

débuter qu'après l'empilement des saccules (fig.110). Si chez Nosemoides vivieri l'origine du 

polaroplaste vésiculaire n'était pas clairement définie, chez Nosema apis , la fig.11 O montre 

que ce polaroplaste est constitué de petites vésicules à contenu plus ou moins dense se formant 

aux extrémités Iégkrement dilatées des saccules empilés. De faible importance par rapport à 

celui observé chez Nosemoides vivieri, il semble constituer une formation transitoire car sa 

structure vésiculaire paraît s'estomper par la suite pour devenir plus granuleuse, et 

pratiquement disparaître dans la spore (figs.111, 11 2, 11 4, 11 5). 

y) La vacuole postérieure 

La vacuole postérieure, difficile à observer chez Nosema apis, est située au 

pôle diamétralement opposé au pôle apical. Bien que signalée chez de nombreuses 

microsporidies, cet organite constitue toujours une structure énigmatique. Cette vacuole semble 



apparaître, au pôle postérieur du sporoblaste, dès que le sac polaire en formation a migré au 

pôle apical, suggérant ainsi l'hypothèse que le filament polaire pourrait se différencier entre 

ces deux structures extrêmes. Les figs. 54 et 55 montrent, au niveau de ce pôle postérieur, une 

structure granulaire dense relativement hétérogène qui pourrait être à l'origine de la vacuole 

postérieure, et qui paraît aussi être en relation avec les vésicules golgiennes (fig. 55). La 

cryofracture montre également à l'extrémité postérieure du sporoblaste une sorte de vacuole 

(figs. 85, 99) pouvant correspondre à cet organite. Plus tard, dans la jeune spore (fig. 1 IO), 

nous retrouvons, toujours au même emplacement, une structure très hétérogène, plus ou moins 

granulaire avec de grandes vésicules claires et d'interprétation très difficile. La vacuole 

postérieure serait limitée, comme le filament polaire, par une seule membrane unitaire, mais 

nos observations ne permettent pas de préciser si ce filament est en relation ou non avec la 

vacuole ; seul WEIDNER (1972) signale que chez Nosema lophii le filament traverse la vacuole 

postérieure tout en restant bien limité et isolé par sa propre membrane. LIU et DAVIES 

(1 972)' chez Thelohania bracteata signalent que la vacuole postérieure possède une double 

membrane dont les surfaces externe et interne sont relativement lisses. Puis LIU (1973)' chez 

Nosema apis , parle de <<la membrane de la vacuole postérieure>> mais sans préciser davantage. 

La fig.99 peut également laisser supposer que cette vacuole postérieure n'est limitée que par 

une seule membrane dont la face de fracture P ici exposée paraît tres lisse. Nous n'avons jamais 

pu observer cette vacuole postérieure dans la spore mature car, comme le signale VAVRA 

(1976)' cet organite n'est généralement pas bien préservé pendant la fixation, et la fig. 115 

montre un espace vide à l'emplacement de cette vacuole. 

b) La paroi du sporoblaste 

Durant toute la phase végétative les mérontes ne sont limités que par la seule 

membrane plasmique, mais en début de sporogonie du matériel dense va se déposer, en certains 

endroits, sur la face externe du plasmalemme limitant les sporontes. Ce dépôt, d'abord 

discontinu, finit par recouvrir toute la surface du sporonte (figs. 40 à 49) et semble être à 



l'origine de I'exospore de la future paroi sporale. La paroi du sporoblaste est donc constituée de 

deux composantes, la membrane plasmique et le dépôt de matériel opaque aux électrons. 

a) La membrane plasmique 

Ce plasmalemme est une membrane cellulaire typique et la cryofracture 

montre que les deux faces de fracture portent des particules intramembranaires d'environ 7, 5 

- 10 nm de diamètre. Seuls le nombre et la répartition de ces PIM varieront selon la face de 

fracture observée et selon le degré de maturation du sporoblaste, la tendance générale allant 

vers une réduction de ce nombre au fur et à mesure de la transformation du sporoblaste en 

spore. Chez le jeune sporoblaste, les PIM sont trés nombreuses sur les deux hémimembranes, 

avec une densité d'environ 1980 ~ l M / ~ r n ~  sur la face P (PF, fig.100), densité qui peut 

fortement augmenter et atteindre environ 3980 ~ l M / p , m ~  sur la face E (EF, figs. 87, 97, 99, 

101). Par la suite chez le sporoblaste plus âgé, il apparaît que la densité de ces particules 

diminue aussi bien sur la face P (figs.102, 103, 106) que sur la face E (figs. 104, 105). Cette 

diminution semble se faire de façon hétérogene : en effet sur la face P (figs. 102, 103, 106) les 

PIM restantes sont disposées en quelques petits amas (dont la densité est alors d'environ 170 

~ l M / ~ r n ~ )  avec quelques rares particules isolées disséminées sur toute la surface de 

I'hémimembrane. II en est de même sur la face E car, à un stade intermédiaire (fig. 104), on 

peut observer des zones pratiquement dépourvues de particules alternant avec des zones où 

celles-ci sont encore denses (environ 2410 P I M / ~ , ~ ~ ) .  II apparaît donc qu'en fin de 

transformation sporoblastique il ne reste que de trés rares particules isolées sur les faces P et 

E de la membrane du sporoblaste. Cependant lorsque la troisième composante ou endospore de la 

future paroi sporale va commencer à se différencier, la densité des particules augmente à 

nouveau sur la face P (540 P I M / ~ ~ ~ )  (figs. 107, 108), ce phénomène paraissant beaucoup 

moins évident sur la face E (fig. log), (mais il est tres difficile de comparer les deux 

hémimembranes d'une membrane sur deux sporoblastes distincts ne sachant pas s'ils sont 

exactement au même stade de développement). Y a t-il une relation entre cette augmentation des 

particules et le début de différenciation de I'endospore ? 



8) Le dépôt de matériel dense 

En microscopie électronique classique, cette couche de matériel dense 

constitue, avec la membrane plasmique, une paroi dont I'épaisseur semble approximativement 

constante, bien que sensiblement plus épaisse lorsque le dépôt est discontinu (34 nm, figs. 41, 

44) que par la suite, lorsqu'il recouvre entièrement le plasmalemme du sporonte, l'épaisseur 

de cette paroi étant alors légèrement réduite (25 nm, figs. 48, 49). Chez le jeune sporoblaste, 

elle reste d'environ 24-25 nm d'épaisseur (figs. 51, 52), alors que chez le sporoblaste plus 

âgé elle augmentera quelque peu pour atteindre environ 30-32 nm (figs. 84, 86). 

En cryofracture, ce matériel dense présente une texture nettement 

granulo-fibrillaire. II semble qu'en début de formation, chez les jeunes sporoblastes, cette 

texture soit principalement granulaire car on y observe de nombreuses particules de 7 à 9 nm 

de diamètre plus ou moins bien disposées selon une double rangée (figs. 62, 85, 87, 88, 90, 

91, 92). Par la suite, le dépôt s'épaississant, sa texture devient alors nettement 

granulo-fibrillaire (figs. 97 à 1091, et cette paroi paraît toujours bien délimitée 

extérieurement par une rangée dense en particules régulièrement alignées. LIU (1973, 1975) 

avait également observé (sur tissus non fixés) une texture microfibrillaire donnant un aspect 

feuilleté à cette paroi. 

L'origine de ce dépôt est inconnue et nous n'avons jamais observé de figures 

suggérant que ce matériel dense puisse provenir d'un éventuel processus excrétoire du parasite. 

II faut cependant noter, comme l'ont signalé YOUSSEF et HAMMOND (1971), que pendant la 

phase végétative les mérontes, limités par la seule membrane plasmique, sont très souvent 

encerclés par du r6ticulum endoplasmique de la cellule-hôte (fig. 126) dont seule la face 

externe (côté cytoplasme-hôte) porte des ribosomes. Parfois ce réticulum peut-être dilaté en 

vésicuies plus ou moins grandes à contenu relativement clair (fig. 127). Par contre nous 

n'avons jamais remarqué une forte concentration de mitochondries de la cellule-hôte contre le 



parasite, telle que I'ont observée YOUSSEF et HAMMOND (1971). Chez les jeunes sporontes, 

lorsque ce revêtement est discontinu, le réticulum endoplasmique a disparu là où du matériel 

dense a été déposé, mais est encore présent là ou n'existe que la seule membrane plasmique 

(figs. 128, 129). La question qui se pose est donc de savoir si ce dépôt tire son origine ou non du 

réticulum endoplasmique de la cellule-hôte, adjacent à la surface du méronte ? Chez Nosema 

cuneatum , STREETT et HENRY (1987) observent un phénomène similaire et signalent une 

<<couche discontinue entourant les mérontes et apparemment remplacée par le matériel opaque 

aux électrons qui se dépose sur le plasmalemme du sporonte>>. Cette "couche" contient d'ailleurs 

des vésicules avec du matériel dense central qui se déposerait sur la membrane plasmique du 

sporonte. De même SAKlTl et BOUlX (1987) chez Nosemoides tilapiae observent des vésicules 

plus ou moins opaques aux électrons, issues du cytoplasme de la cellule-hôte, qui viennent se 

déposer sur la membrane plasmique du plasmode dont la paroi prend alors un aspect ornementé 

très régulier. Ce phénomène rappelle également ce qui avait été décrit chez Spraguea lophii 

(LOUBES et coll., 1979). TOGUEBAYE et MARCHAND (1984) avaient aussi remarqué, chez 

Nosema henosepilachnae, une réaction de la cellule-hôte sous forme de vésicules membranaires 

contenant des inclusions opaques parfois en contact avec la paroi du sporonte, mais sans 

toutefois être entikrement convaincus de leur participation directe à la formation de celle-ci. 

c) Le cytoplasme sporoblastique 

Le cytoplasme du sporoblaste ne présente aucun caractere particulier si ce 

n'est l'absence totale de mitochondries et de grains de réserves, caractere spécifique des 

microsporidies. Riche en ribsomes libres, on y observe surtout, en dehors du filament polaire 

et de ses annexes, beaucoup de réticulum endoplasmique, parfois dilate en petites vésicules, 

mais le plus souvent disposé en lamelles plus ou moins parallèles (figs. 84, 85, 86, 87). 

L'appareil nucléaire, toujours composé de deux noyaux étroitement accolés de 1230 nm de 

diamètre environ et constituant le diplocaryon, peut occuper une position variable dans le 

sporoblaste : soit dans la portion antérieure (fig.86), soit dans la partie médiane (figs. 84, 93, 



94, 95, 96), position qu'il occupera définitivement sous le polaroplaste, lorsque celui-ci et le 

filament polaire seront différenciés. Ce cytoplasme se densifiera de plus en plus au fur et à 

mesure de l'évolution du sporoblaste en spore. 

3) La spore 

Chez toutes les microsporidies du genre Nosema, chaque sporoblaste évolue 

directement en une seule spore. Cette évolution étant progressive et continue, il est parfois 

difficile de bien situer la frontiére entre ces deux stades. Nous parlerons donc de spore lorsque 

le parasite sera limité par une paroi sporale compléte constituée de ses trois composantes : 

membrane plasmique, endospore, exospore. 

Cette spore constitue donc le résultat final de la transformation sporoblastique 

et le dernier stade du cycle de la microsporidie. Elle représente tout à la fois, une forme de 

résistance, de dissémination de I'espéce et de propagation de la maladie, car elle contient l'agent 

infectieux ou sporoplasme, point de départ d'un nouveau cycle du parasite. Elle possède donc les 

différentes structures dont nous venons de voir la différenciation et qui sont en rapport avec ces 

fonctions : 

- le sporoplasme ou agent infectieux proprement dit. 

- le filament polaire et ses annexes qui assureront la pénétration du 

sporoplasrne dans la cellule-hôte. 

- la paroi sporale qui assurera la protection du sporoplasme contre toute 

attaque extérieure. 

a) Le sporoplasme 

Ce sporoplasrne est constitué par le cytoplasme trks dense de la spore (figs. 

1 10, 1 12, 1 14, 1 15), dans lequel des lamelles de réticulum endoplasmique sont difficilement 

visibles. II est très riche en ribosomes libres et en ribosomes alignés en polysomes dont 



certains peuvent partiellement encercler les tours de spire du filament polaire (fig. 117). 

CURGY et Coll. ont montré que les ribosomes des spores de Thelohania maenadis et lnodosporus 

sp.  présentaient des caractéristiques physico-chimiques identiques à celles des ribosomes 

d'organismes procaryotes, et suggérent que ce phénoméne pourrait être lié à la vie 

intracellulaire de ces parasites. La densité du cytoplasme peut en partie s'expliquer par la 

condensation du volume cellulaire qui a débuté au stade sporoblaste pour se terminer lors de la 

formation de I'endospore, condensation qui pourrait entraîner une certaine compression des 

ribosomes en amas suggérant des formations cristallines. L'appareil nucléaire, peu visible dans 

ce cytoplasme assez opaque, est toujours représenté par un diplocaryon dont les deux noyaux (de 

850 nm de diamètre) sont plus petits que ceux observés dans le sporoblaste. 

b) Le filament polaire et ses annexes 

* Le filament polaire 

Le filament polaire comprend deux parties : une partie basale ou proximale 

située dans le tiers ou la moitié antérieurs de la spore, se prolongeant par la partie distale 

localisée dans la moitié postérieure de celle-ci, et enroulée en spirale sous la paroi sporale. 

Ce filament polaire, très long dans sa partie distale, peut effectuer jusqu'à 32 

tours de spire (SHOLTYSECK et DANNEEL 1962, en avaient observés, également chez Nosema 

apis , plus de 44), plus ou moins bien disposés selon une double spirale. II possède alors un 

diamètre d'environ 100-105 nrn. En coupe transversale, ce filament paraît constitué, de 

I'extérieur vers l'intérieur, d'une succession de six couches concentriques (figs. 1 17, 1 18) : 

. une membrane unitaire externe (1) de 5, 5nm d'épaisseur. 

. une couche sombre sous-jacente (2) de 5 nm d'epaisseur. 

. une couche moyennement sombre (3) de 4, 5 nm d'épaisseur. 

. une autre couche sombre (4) de 5 nm d'épaisseur. 

. une couche claire, plus importante (5) de 22 nrn d'épaisseur. 

. un axe central dense (6) de 18nrn d'épaisseur. 



Des couches similaires, mais avec des proportions différentes ont été 

observées chez de nombreuses autres microsporidies (VAVRA 1976), et leur nombre peut 

varier suivant l'espèce considérée et la résolution obtenue en microscopie électronique : 

SCHUBERT (1969), chez Heterosporjs finki a décrit 11 couches différentes. Le diamétre du 

filament polaire diminue donc (il pouvait atteindre 250 nm dans le sporoblaste) lors de la 

transformation sporoblastique, alors que sa structure devient de plus en plus complexe en 

passant de 3 couches dans le sporoblaste à 6 couches dans la spore. La portion basale du filament 

est beaucoup plus courte, car uniquement constituée de la partie rectiligne contenue dans la 

cavité formée par le polaroplaste lamellaire, partie qui vient s'ancrer sur le sac polaire situé 

au pôle apical antérieur de la spore et légèrement d6calé par rapport à l'axe longitudinal de 

celle-ci. Le filament conserve un diamétre d'environ 100 nm, mais en traversant les lamelles 

empilées du polaroplaste, ce diamètre va augmenter Iégèrement et progressivement passant à 

115 nm, puis à 130 nm pour finalement atteindre 200 nm à l'endroit où il s'insère sur le sac 

polaire (figs.112, 113), au niveau d'une zone complexe (dont la structure a été précédemment 

décrite) appelée "charnière" par VAVRA (1976). La membrane unitaire externe du filament 

polaire est en continuité avec celle du sac polaire. Celui-ci à contenu très dense et en forme 

d'ombrelle très aplatie, coiffe la partie apicale du polaroplaste lamellaire. Nous n'avons jamais 

pu observer, en cryofracture, le contenu de la spore, toutes les fractures effectuées restant 

superficielles et n'affectant que la paroi sporale. 

* Le polaroplaste 

Déjà décrit dans un paragraphe précédent, il est situé au pôle apical, 

immédiatement sous le sac polaire, et occupe généralement le tiers antérieur de la spore (figs. 

11 1, 112, 114, 115). 11 comprend généralement deux parties : 

- le polaroplaste lamellaire, en forme de cloche, de 450 nm d'épaisseur 

environ, est constitué par l'empilement d'au moins une bonne trentaine de lamelles légèrement 

ondulées, empilement qui devient de plus en plus compact au fur et à mesure de la maturation de 



la spore, lui donnant ainsi un aspect feuilleté (figs. 11 1, 11 2, 114, 11 5). Ce polaroplaste, 

vient pratiquement s'appliquer contre la paroi sporale, n'en étant alors séparé que par un 

espace de 20-25 nm. . 

- le polaroplaste vésiculaire semble très peu développé et quasiment 

inexistant dans la spore de Nosema apis . Dans la spore immature (fig. 110) quelques petites 

vésicules dérivant des extrémités des lamelles du polaroplaste lamellaire pourraient constituer 

un rudiment de polaroplaste vésiculaire, mais ces vésicules ne sont plus visibles dans les 

spores plus âgées (figs.111, 112, 114, 1 15). 

* La vacuole postérieure 

Cette vacuole postérieure a été rarement observée sur nos coupes fines. La 

fig.115 montre un espace clair et vide, à l'extrémité postérieure de la spore, marquant 

probablement son emplacement, car elle est rarement bien préservée par les techniques de 

fixation. 

c) La paroi sporale 

La paroi sporale définitivement constituée comprend trois composantes (figs. 

110 à 116) : 

. la membrane plasmique qui limite le contenu cytoplasmique de la spore. 

. I'endospore ou couche moyenne, transparente aux électrons. 

. I'exospore ou couche dense externe. 

Sur coupes fines, l'épaisseur de cette paroi peut varier d'une spore à l'autre 

mais est généralement comprise entre 11 0 et 165 nm, les couches les plus variables étant 

I'endospore (70-140 nm) et I'exospore (14-28 nm). Au niveau du pôle apical, immédiatement 

au-dessus du sac polaire, la paroi s'amincit consid4rablement (23-53 nm), amincissement qui 

n'affecte que la seule endospore (10-18 nm). Cet endroit marque l'emplacement par où se fera 

l'extrusion du filament polaire. 



a) La membrane plasmique 

La membrane plasmique est une membrane cellulaire classique d'environ 8 nm 

d'épaisseur, et la cryofracture révèle la présence de nombreuses particules 

intramembranaires, d'une densité d'environ 1120 PI MI^^^, et de 7 à 9 nm de diamètre sur la 

face de fracture P (PF, figs 119, 120). Nous avions remarqué que chez le sporoblaste âgé ( en 

fin de transformation sporoblastique) ces particules étaient trés peu nombreuses, mais que leur 

nombre paraissait augmenter en début de différenciation de I'endospore ; ce phénomène 

s'acccentue ici (figs. 119, 120), I'endospore devenant beaucoup plus épaisse. Les figures 121 

et 122 confirment ce processus sur la face E où le nombre de particules augmente de 320 

P I M / ~ ~ ~  lorsque I'endospore est encore peu épaisse (fig.121), à 1620 P I M / ~ ~ ~  lorsque 

celle-ci devient beaucoup plus importante (fig.122). A ce stade précis du développement, les 

particules intramembranaires sont nombreuses sur les deux faces PF et EF de la membrane 

plasmique. LIU et DAVIES (1973) chez Thelobania bracteata, LIU (1973, 1975) également 

chez Nosema apis, remarquent que la face P ("face convexe") de la membrane plasmique de la 

spore porte toujours plus de particules que la face E ("face concave"), et que leur nombre est 

inversement proportionnel à l'âge de la spore, observations confirmées par celles de VAVRA et 

coll., (1986) chez d'autres microsporidies. Si l'on considére que les particules sont des 

protéines facilitant le transport intramembranaire de certaines substances, il est possible que 

les PIM des faces P et E des figures 119, 120, 121, 122 soient liées au passage de substances 

nécessaires à l'édification de I'endospore encore en cours d'élaboration, et que ces figures 

représentent alors des spores immatures. 

En extrapolant, on peut penser que sur des spores vraiment matures (donc 

plus âgées que celles observées ici) nous n'aurions dénombré que peu de particules sur les deux 

hémimembranes. II est cependant très difficile de préciser, en observant deux fractures de deux 

spores différentes, si celles-ci sont exactement au même stade de développement ou non, l'idéal 



étant de pouvoir observer les deux faces de fracture complémentaires de la membrane plasmique 

d'une même spore. Sur certaines spores, nous avons parfois observé, à côté des PIM classiques, 

des espèces de "protubérances" sur la face P (fig.125) et des "dépressions" sur la face E (fig. 

124) de signification inconnue, mais que LIU (1973) avait considérées comme des particules de 

20 nm environ. VAVRA et Coll., (1986) ont cependant montré que ces "protubérances et 

dépressions" ne sont pas des éléments structuraux normaux de la membrane plasmique 

classique, mais pourraient être dûs à I'osmolarité du fixateur ou du glycérol. De plus LIU 

(1975) également chez Nosema apis décrit "deux membranes sporales", alors qu'au cours de 

notre étude nous n'avons toujours observé, aussi bien sur coupes fines que sur répliques 

obtenues par cryofracture, qu'une seule membrane plasmique au niveau de la paroi sporale. 

VAVRA et Coll., (1986) pensent que la deuxième membrane observée par LIU, la plus interne, 

pourrait appartenir au filament polaire. 

Chez certaines microsporidies telles que Nosema bombycis (TAKIZAWA, 

VIVIER et PETITPREZ, 1975) et Stempellia mutabilis (DESPORTES, 1976), un revêtement 

polysaccharidique ou cell-coat a été mis en évidence au niveau de la membrane plasmique, 

revêtement qui commencerait à apparaître au stade sporoblaste. 

p) L'endospore 

L'endospore représente la couche la plus importante de la paroi sporale et son 

épaisseur (70 -140 nm) peut varier d'une spore à l'autre, et même ne pas être constante sur 

une même spore. Au pôle apical, elle est toujours très amincie (23-53 nm) (figs. 112, 113, 

114) constituant une zone plus sensible et plus fragile là où le filament polaire s'évaginera. 

Sur coupes fines, cette couche transparente (figs. 11 0 a 11 4), caractère qui semble gdnéral 

chez les microsporidies (VAVRA, 1976), serait constituée de matériel astructuré comme le 

signale DESPORTES (1976) chez Stempellia mutabilis . Cette endospore est chitineuse selon 

VAVRA (1967, 1968, 1971, 1976), chitine dont la présence a été confirmée par analyse 

chromatographique (ERICKSON et BLANQUET, 1969). Selon VAVRA (1 972) puis TAKIZAWA, 



VIVIER et PETITPREZ (1975) les polysaccharides sont absents de cette couche, mais 

DESPORTES (1976), chez Stempellia mutabilis y observe une réaction positive à la technique 

de THIERY (1967), après un traitement plus long à la TCH. Chez Nosema apis , les limites de 

i'endospore avec la membrane plasmique d'une part et l'exospore d'autre part ne sont pas 

toujours bien nettes et parfois du matériel très légérernent dense peut être observé dans cette 

endospore (figs. 11 5, 11 6). Ce matériel paraît d'ailleurs disposé réguliérement sous forme 

d'une hélice de 9-10 nm de large reliant la membrane plasmique à I'exospore. 

En cryofracture I'endospore apparaît également sans sous-structure 

apparente (figs. 119 à 125). Cependant il est possible d'y observer quelques particules éparses 

et des particules irréguliérement alignées, de façon discontinue, le long de la limite avec la 

membrane plasmique, mais aussi plusieurs vésicules de taille variable et à surface lisse, 

noyées dans la matrice de I'endospore (figs. 11 9, 120, 122, 123, 125) et dont l'origine est 

inconnue. Au début de la différenciation de i'endospore de Stempellia mutabilis , DESPORTES 

(1976) y remarque, sur coupes fines, la présence de sécrétions granulaires. Chez Nosema apis, 

LIU (1 973, 1975) a observé une paroi sporale d'apparence homogéne dont la texture est 

identique à celle de la paroi du sporoblaste. La matrice de cette paroi est constituée de matériel 

fibrillaire, composé de microfibres de 9 nm de diamètre ressemblant à celles de I'endocuticule 

fracturée de la cuticule abdominale de l'abeille ( mais dont le diamètre est de 12 nm). Cet 

auteur ne retrouve donc pas sur les fractures, la couche transparente 0bse~ée  sur coupes fines 

et il pense même qu'il ne pourrait s'agir là que d'un espace résultant d'une retraction due à la 

fixation chimique. LIU et DAVIES (1972, 1973) observent également le même phénomène sur 

la paroi sporale de Thelohania bracteata observée sur coupes fines puis sur fractures. 

Cependant VAVRA (1976), dans ce dernier cas, pense qu'il est possible de distinguer sur les 

microphotographies de LIU et DAVIES (1973) deux couches fibrillaires différentes dont la plus 

interne pourrait correspondre à I'endospore. Mais si sur coupes fines, la couche transparente 

était due à un artéfact de fixation, pourquoi n'observe-t-on pas le même phénoméne au niveau de 

la paroi des sporoblastes, les plus âgés en particulier ? VAVRA et Coll., (1986) (cf chapitre 



V), chez Amblyospora bracteata et Amblyospora opacita observent, en cryofracture, une paroi 

sporale constituée de deux couches granulo-fibrillaires, de texture sensiblement différente, et 

dont la plus interne correspond à I'endospore, tandis que chez la jeune spore de Tuzetia sp. cette 

couche n'est pas encore différenciée. Alors ne peut-on penser que les observations de LIU 

(1973, 1975) sur Nosema apis ont été faites sur des sporoblastes âgés ou de trés jeunes 

spores immatures, chez lesquels I'endospore n'était pas encore différenciée ? II peut-être 

difficile, à la vue d'une micrographie, de préciser I'Age exact d'un stade de développement, 

d'autant plus qu'il semble exister, chez une même espèce, une certaine variabilité dans la 

chronologie des événements marquant la transformation sporoblastique. 

La figure 120 montre une zone où i'endospore est extrêmement amincie qui 

pourrait correspondre à celle située au dessus du sac polaire, observée sur coupes fines. 

y ) L'exospore 

Cexospore ou couche externe de la paroi sporale semble dériver de la couche de 

matériel dense déposée sur la membrane plasmique au stade sporoblaste. Son épaisseur est 

variable d'une spore à l'autre (14-28 nm) mais est toujours nettement moins importante que 

celle de I'endospore. Sur coupes fines cette couche ne montre aucune sous-structure apparente 

(figs.1 I O  à 116) et son épaisseur paraît constante sur toute la spore, même au niveau du sac 

polaire où I'endospore s'amincit considérablement. Sa surface paraît relativement lisse et ne 

comporte aucune ornementation. LIU W.J. et LIU T.P. (1973), LIU T.P. et LIU H.J. (1974), 

puis LIU T.P. (1983) montrent que les spores de Nosema apis paraissent lisses, si après 

fixation elles ont été enrobées dans l'épon puis fracturées, ou rugueuses à surface réticulée si 

elles ont été déshydratées par la méthode du point critique, comme ceci a également été observé 

par STECHE et HELD (1981). L'état de la surface de la spore semble donc varier selon les 

méthodes de préparation employées, ce qui confirme les observations de VERNICK et Coll., 

(1969), LOM et WEISSER (1972), FOWLER et REEVES (1975), VAVRA et BARKER (1980), 

KETTLE et PIPER (1988), sur d'autres microsporidies. 



Sur répliques obtenues par cryofracture, I'exospore apparaît nettement 

granulo-fibrillaire (figs.119 à 125) : de nombreux granules sont mêlés à de courtes fibres. 

Cependant dans certains cas (fig.125) il est possible de distinguer deux sous-couches au niveau 

de I'exospore : l'une, la plus externe est plutôt granulaire, l'autre plus interne est plutôt 

microfibrillaire. Cette disposition pourrait rappeler ce qui a été observé au niveau de la paroi 

(exospore + endospore) des microsporidies Amblyospora opacita et A. bracteata (VAVRA et 

Coll., 1986); chez Nosema apis une zone claire, correspondant à I'endospore se différencierait 

donc entre la sous-couche la plus interne et le plasmalemme. Ne peut-on également penser que 

chez Amblyospora opacita et A. bracteata , les deux couches observées (exospore et endospore) 

au niveau de la paroi des spores ne seraient que deux sous-couches de la seule exospore, d'autant 

plus que sur coupes fines, cette dernière apparaît constituée de plusieurs strates (VAVRA et 

Coll., 1986) ? Dans ce cas les stades observés seraient alors des sporoblastes âgés ou des spores 

immatures chez lesquels I'endospore ne serait pas encore différenciée. 

Chez Nosema apis , comme chez d'autres rnicrosporidies (VAVRA et Coll., 

1986), I'exospore est toujours bordée extérieurement par une rangée dense de granules bien 

alignés marquant la périphérie de la spore (figs. 11 9 à 125). 

Selon VAVRA (1964, 1968, 1976), I'exospore apparaît être de nature 

protéique, ce qui a été confirmé par les travaux de MAURAND et LOUBES (1973), MAURAND 

(1 973), DESPORTES (1 976) et VIVARES et Coll., (1 976). Cependant WEIDNER (1 970) avait 

noté l'existence de polysaccharides dans I'exospore, principalement dans le disque basal, tandis 

que TAKIZAWA et Coll. (1975) n'en ont pas observé chez Nosema bombycis , remarquant 

uniquement une réaction positive au niveau d'une très mince couche à la surface de la membrane 

plasmique (cell-coat) de la paroi. IRBY et Coll., (1986) ont mis en évidence, dans I'exospore de 

neuf espéces de microsporidies au moins quinze polypeptides différents. 



9 4 

C) Les contacts hôte-parasite 

Nosema apis , comme Nosemoides vivieri , présente à tous les stades de son 

cycle, un contact direct avec le cytoplasme de la cellule-hôte. Les mérontes, comme nous l'avons 

déjà signalé, sont trés souvent bordés par du réticulum endoplasmique de la cellule-hôte sous 

forme de vésicules trés aplaties, dont seule la face externe, côté cytoplasme-hôte, porte des 

ribosomes (fig.126) (YOUSSEF et HAMMOND 1971), mais à ce stade nous n'avons jamais 

rencontré une particuliére concentration de mitochondries de la cellule-hôte à la périphérie du 

parasite comme l'avaient remarqué ces auteurs. La présence d'un tel réticulum endoplasmique 

autour des stades mérogoniques avait également été mise en évidence chez Loma salmonae 

(BEKHTI et BOUIX, 1985). Parfois ce réticulum peut se dilater en vésicules relativement 

grandes à paroi plus lisse et à contenu assez clair (fig.127). Plus tard, au stade sporonte, lors 

du dépôt discontinu de matériel dense sur la membrane plasmique, le réticulum disparaît là où 

il y a dépôt, mais reste présent là où ce dernier est absent (figs. 128, 129). Toujours au stade 

sporonte, la membrane plasmique, aux endroits où il n'y a pas de matériel dense, peut former 

soit des évaginations (fig. 130) laissant supposer l'existence d'un contact direct entre celles-ci 

et des vésicules du réticulum endoplasmique de la cellue-hôte, soit des invaginations suggérant 

alors des figures d'endocytose (fig.131). Chez Glugea weissenbergi (SPRAGUE et VERNICK 

1968) et Metchnikovella wohlfarthi (HILDEBRAND, 1974)' il peut y avoir continuité entre le 

réticulum endoplasrnique du cytoplasme-hôte et la vacuole parasitaire. DESPORTES et Coll. 

(1 985) observent, chez Enterocytozoon bienensi , des sporoblastes entourés de vacuoles issues 

des vésicules dilatées du réticulum endoplasmique de I'entérocyte-hôte. Souvent des 

microtubules de 19-22 nm de diamétre sont présents dans le cytoplasme-hôte environnant 

(fig.131). Des microtubules de 24-27 nm de diamétre, parmi lesquels peuvent se trouver 

quelques mitochondries mais jamais en forte concentration, peuvent être disposés plus ou moins 

perpendiculairement à la surface du sporonte, mais nous ne pouvons préciser s'ils sont en 

contact direct avec elle ou non (fig.132). Comme l'ont signalé YOUSSEF et HAMMOND (1971), 



chez le sporonte âgé ou le jeune sporoblaste (la couche de matériel dense étant devenue 

pratiquement continue), la paroi du parasite peut former des évaginations tubulaires, d'environ 

59 nm de diamètre et 175-350 nm de long, plus ou moins renflées à leurs extrémités et 

limitées par la membrane plasmique recouverte de la couche de matériel dense (figs. 133, 134, 

135). TAKVORIAN et CALI (1983) décrivent, chez la microsporidie Glugea stephani 3 types de 

formations tubulaires associées à la paroi des sporontes et des sporoblastes, dont les types I et II 

pourraient correspondre respectivement aux formations tubulaires (figs. 133, 134, 135) et 

aux microtubules (fig.132) observés chez Nosema apis . 

STREET et HENRY (1987) pensent que chez Nosema cuneatum , le matéréiel 

dense déposé sur la membrane plasmique du sporonte pourrait tirer son origine du réticulum 

endoplasmique de la cellule-hôte. Toutes ces formations associées directement ou indirectement 

à la surface des mérontes, sporontes, sporoblastes, suggèrent l'existence d'échanges entre le 

parasite et la cellule-hôte. Selon YOUSSEF et HAMMOND (1971), les évaginations de la 

membrane plasmique et les structures tubulaires augmentent considérablement la surface totale 

disponible pour ces échanges qui ne seraient donc possibles que jusqu'au stade sporoblaste, car 

chez la spore il semble que la différenciation de I'endospore rende ces échanges beaucoup plus 

difficiles si ce n'est impossibles. Chez Nosema apis , aucune de ces formations n'a jamais été 

observée au niveau de la paroi de la spore. Des structures similaires avaient également été 

remarquées chez Tuzetia debaisieuxi (VAVRA 1965, LOUBES et MAURAND 1976) et dans les 

pansporoblastes de Thelohania corethrae (VAVRA 1965).Chez lnodosporus spraguei 

OVERSTREET et WEIDNER (1974) observent dans le pansporoblaste, des sortes de "canaux 

membraneux" reliant l'enveloppe de celui-ci à la paroi des sporoblastes au niveau des deux 

pôles. Ce pansporoblaste pourrait constituer un système de transport des molécules et des ions. 

WEIDNER (1975) remarque la formation de vésicules de pinocytose au niveau de la membrane, 

et vers l'intérieur, de la vacuole parasitaire chez Encephalitozoon cuniculi . Par contre selon 

ANDREADIS et HANULA (1987), les expansions tubulaires observées au niveau de la paroi des 

jeunes sporoblastes chez Ovavesicula ppilliae, pourraient être impliquées dans la sécrétion du 



matériel granulaire present dans la vésicule sporophorique. Chez Loma dimorpha , LOUBES et 

Coli. (1984) notent la présence, dans la vacuole parasitophore, de formations tubulaires 

structurées en contact d'une part avec la membrane de cette vacuole, et le sporoblaste d'autre 

part. MORRISON et SPRAGUE, chez Loma rnorhua , attribuent à ces tubules un rôle physiologique 

en permettant une communication entre la cellule parasitaire et la cellule-hôte. Tout ceci 

suggére donc i'existence d'échanges entre l'hôte et le parasite, dont le mécanisme n'est pas 

encore élucidé. 



CHAPITRE V 

ETUDE EN CRYOFRACTURE DE LA STRUCTURE DE QUELQUES 

MICROSPORIDIES : LA VESICULE SPOROPHORIQUE ET LA PAROI 

SPORALE. 



Cette étude a fait l'objet de l'article "A freeze-fracture study of Microsporidia 

(Protozoa : Microspora). 1. The sporophorous vesicle, the spore wall, the spore plasma 

membrane. (J. VAVRA, D. VINCKIER, G. TORPIER, E. PORCHET, E. VIVIER). Protistologica, 

1986, XXll (1) : 143 - 154. 

Cinq espèces de microsporidies : Tuzetia sp, Nosema apis, Amblyospora 

bracteata, Arnblyospora opacita, Arnblyospora varians, ont été étudiées en cryofracture, les 

résultats ainsi obtenus étant complétés par des observations faites sur coupes fines. 

Parmi ces microsporidies, seules les spores de Nosema apis (comme tous les 

autres stades du cycle) sont en contact direct avec le cytoplasme de la cellule-hôte, les spores 

des quatre autres espèces étant contenues dans une sorte de "sac", la vésicule sporophorique (ou 

pansporoblaste) limitée par une membrane (membrane pansporoblastique) qui isole ces spores 

du cytoplasme de la cellule-hôte. 

A) La vésicule sporophorique 

Chez Tuzetia sp. la vésicule sporophorique est une structure transitoire 

enveloppant individuellement chaque spore mais disparaissant lorsque les spores deviennent 

matures, tandis que chez les trois espèces d'Amblyospora elle persiste, contenant alors huit 

spores ainsi que du matériel sécrété. 

La membrane de cette vésicule, observée suivant un plan de fracture 

transversal, apparaît comme une fine ligne ondulée constituée de petits granules de taille 

irrégulière et disposés en une rangée plus ou moins discontinue. Suivant un plan de fracture 

longeant sa surface, elle prend l'aspect d'une mince couche membranaire parfois rugueuse, 

étroitement accolée à la surface des spores, visualisant ainsi soit une face P, soit une face E. Ces 

faces peuvent porter quelques petits granules (toujours plus nombreux sur la face P que sur la 

face E) de différentes dimensions et dont certains rappellent les particules intramembranaires. 

Ces observations semblent corroborer l'hypothèse déjà émise (CANNING et HAZARD, 1982; 

VAVRA et Coll., 1982) selon laquelle la membrane de la vésicule sporophorique n'est pas une 



vraie membrane, mais un produit de sécrétion du sporonte, structuré à la maniére d'une 

membrane typique. 

Dans la vésicule sporophorique, excepté chez Tuzetia sp. se trouvent, parmi 

les spores, deux types de granules : des petits granules agglomérés en amas denses 

irrégulièrement répartis et des granules plus gros disposés en une couche assez mal définie 

paraissant suivre, à une certaine distance et de façon irréguliére, le contour des spores. Tous 

ces granules paraissent correspondre à ceux observés sur coupes fines. 

6)  La paroi sporale 

Sur coupes fines, les spores des espèces étudiées présentent la paroi typique 

des spores de microsporidies (VAVRA, 1976) avec ses trois composantes : la membrane 

plasmique qui limite le cytoplasme de la spore, I'endospore et I'exospore. Ces différentes 

composantes ont été retrouvées sur les répliques obtenues par cryofracture. 

1 )  L'exospore 

En microscopie électronique classique I'exospore, chez Nosema apis et Tuzetia 

sp. , a l'aspect d'une fine couche homogène, dense aux électrons et sans sous-structure 

apparente, alors que chez les trois espéces dlAmblyospora , il s'agit d'une épaisse couche de 

matériel opaque dans laquelle plusieurs strates peuvent être distinguées. 

En cryofracture, cette couche, chez Nosema apis et Tuzetia sp. , apparaît 

granulo-fibrillaire et de nombreux granules mélangés avec de courtes fibres y sont observés. 

Chez Amblyospora varians et A. opacita la texture semble identique avec de grossiéres et 

courtes fibres disposées parmi de nombreux granules. Chez Amblyospora bracteata cette 

exospore apparaît finement granulaire avec quelques fibres plutôt minces éparses parmi les 

granules. Chez les cinq espèces, la limite externe de I'exospore a la même apparence c'est à dire 

marquée par une rangée dense de particules bien alignées. 



2) L'endospore 

Sur coupes fines, I'endospore (qui n'est bien visible que chez les spores 

matures) des cinq espéces étudiées (et comme celle des autres espèces de microsporidies, VAVRA 

1976) apparaît comme une couche claire, pratiquement transparente et sans structure visible. 

En cryofracture, chez Nosema apis , I'endospore apparaît également comme 

une couche claire sans structure, si ce n'est quelques granules et quelques vésicules à surface 

lisse, noyés dans la matrice de cette endospore. Par contre, chez les différentes Amblyospora , 

elle prendrait un aspect granulo-fibrillaire, sensiblement plus fibrillaire que I'exospore, et 

dont les granules et les fibres sont de grosseur différente de ceux et celles de I'exospore. 

3) La membrane plasmique 

En cryofracture, la membrane plasmique présente une grande uniformité de 

structure chez toutes les espèces étudiées. Cette structure est typique de toute membrane 

cytoplasmique, avec deux hémimembranes portant des particules intramembranaires de taille 

régulière (7, 5 - 10 nm de diamétre), généralement plus nombreuses sur la face P que sur la 

face E. Le nombre de ces particules semble dépendre de l'âge de la spore en étant inversement 

proprotionnel à celui-ci. Si l'on considère que la plupart des PIM sont des protéines dont le rôle 

est le transport de substances au travers de la membrane, la diminution de la densité des 

particules, au fur et à mesure de la maturation de la spore, correspondrait donc à une 

décroissance simultanée du transport de substances au travers de cette membrane. 
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SUMMARY 

Five species of rnicrosporidia, (Tuzetia sp., Nosema apis, Amblyospora bracfeata. A. opacira, A. varions), fixed by conventional e.m. 
fixatives or by glutaraldehyde supplemented with potassium chloride, were studied by freeze-fracture using ultrathin sections as controls. 
The sporophorous vesicle (pansporoblast) membrane cleaved along its surface is revealed as membranous layer, bearing sparse 
intramembrane panicle-like granules of different sizes. In cross-fracture it has the aspect of a thin, granular, discontinuous line. The spore 
wall has a fibrille-granular structure in both the exospore and endospore layers except in N. apis where the endospore is structureless. 
The plasma membrane is similar to plasmalemma but with intramembrane particles of uniform size on both its faces, but more abundant 
on the P face. The number of intramembrane particles is inversely related to the age of the spore. When KCI is added to the fixative, 
numerous invaginations appear on the P face of the plasma membrane and corresponding protrusions appear on the E face. Their size 
is proportional to the KC1 concentration. A certain degree of spore maturity is necessary for the plasma membrane to react in this way. 

Key-words : Microsporidia, Spore, Ultrastructure, Freeze-fracture 

Cinq espèces de microsporidies (Tuzeria sp., Nosema apis. Amblyospora bmaeara. A. opacifa, A. varians), fixées dans les fixateurs 
traditionnels utilisés en microscopie électronique ou dans la glutaraldéhyde additionnée de chlorure de potassium, ont été étudiées sur 
repliques obtenues par cryofracture, les résultats ainsi obtenus etant completés par des observations faites sur des coupes fines. La 
membrane de la vésicule sporophorique (pansporoblaste), observée suivant un plan de fracture longeant sa surface prend I'aspect d'une 
couche membranaire comportant des granules épars de différentes dimensions, rappelant les particules intramembranaires. Suivant un plan 
de fracture transversal. elle a I'aspect d'une fine ligne granulaire discontinue. La paroi de la spore montre une structure fibrilio-granulaire 
aussi bien au niveau de I'exospore que de I'endospore, sauf chez Nosema apisoù cette dernière est vide de toute structure. Le plasmalemme 
de la spore ressemble à une membrane cytoplasmique classique avec, sur les deux faces, des particules intramembranaires de dimension 
uniforme, mais qui sont cependant plus abondantes sur la face P. Le nombre de ces P.I.M. est inversement proportionnel à l'âge de la 
spore. Si du KCL est ajouté au fixateur, de nombreuses invaginations apparaissent sur la face P du plasmalemme et correspondent aux 
protuberances apparues sur la face E. Leur taille est proportionnelle à la concentration en KCL. Cependant le plasmalemme ne réagit de 
cette façon que si la spore a atteint un certain stade de maturation. 

Mots-clés : Microsporidie, Spore, Ultrastructure, Ctyofracture. 

Manuscrit reçu le 27 décembre 1986, accepté par le Cornite de lecture le 23 janvier 1986. 
Hommage au Professeur P.-P. GRASSE. 



Plasma membrane, 
face E 
endospore 
exospore 
plasma membrane, 
face P 
polar filament 
polaroplast 
plyma membrane 
sporoblast 
secretion granules, 
fine 

SE secretion granules, 
coarse 

SP spore 
SV sporophorous vesicle 

(pansporoblast) 
SVM sporophorous vesicle 

membrane 
SVME sporophorous vesicle 

membrane, face E 
SVMP sporophorous vesicle 

membrane, face P 
SW spore wall 

Stimulated by the fact, that fixed material gives gene- 
rally better resolution is freeze-fracturing and replication, 
we have undertaken the present study using two species of 
parasites investigated in previous freeze-etching studies 
and complementing this with data obtained by freeze- 
fracturing of another three species. 

The present paper focuses its attention to the structure 
of the spore wall and the spore plasma membrane. The 
sporophorous vesicle is also considered as it represents a 
growth chamber for the spores. 

Some results of the present study were already publis- 
hed in a short report (VAVRA et al., 1982). 

MATERU!SL AND. METHODS 
INTRODUCTION 

The microsporidia and especially their spores represent 
one of the most elaborate examples of structural adapta- 
tions of a unicellular protistan organism to the parasitic 
way of life. The microsporidian spore has a unique 
function in the transmission of the infection. It is capable, 
under proper stimulation to inject the "germ" of the 
microsporidian into a ce11 of a new host. This capability is 
based on the presence of several specialized organels in 
the spore. The polaroplast and the posterior vacuole are 
able to swell and serve as osmotic propellant for the 
germination of the spore. The most remarkable event of 
the spore germination is the nearly instantaneous evagina- 
tion of the polar filament through the lumen of which the 
"germ" (i.e. the cytoplasrnic contents o f ,  the spore) is 
expelled from the spore and injected into the host tissue. 
The chitinous spore case gives to the spore its environmen- 
ta1 resistance and serves as the pressure vesse1 dunng 
germination (see VAVRA, 1976 for review of spore structure 
and function). 

Al1 spore organels are packed into a very small volume 
and in fact, spores of some microspondian species belong 
to smallest known eukaryotic cells. The compactness of 
the microsporidian spore is the reason why the elucidation 
of its interna1 stmcture was only possible with the aid of 
electron microscopy. Yet, despite the fact that more than 
200 papers dealing with the fine structure of microsporidia 
were published, the knowledae of the ultrastructurai 
organization of these parasites has  stili many gaps. 

This is especially true as the substructure of spore 
organels and their mutual relationship are concerned. 

The freeze-fracture technique has been used very little 
in the study of microsporidia despite the enormous 
potential it offers. A series of papers was published by LIU 
(1972, 1973), Liu and DAVIES (1972 a,b,c, 1973 a,), LIU and 
Liu (1974) and by Liu et al. (1971). These studies certainly 
contributed to our understanding of suore functional 
morphology, however, their limitacon wa; that they were 
performed on a non-fixed material and on three species 

Five microsporidian species were studied. Tuzetia sp.. 
an undescribed parasite of oocytes of Cyclops strenuus 
(Cmstacea : Cyclopidae) ,was found in vernal pools near 
Kafez, Czechoslovakia. Noserna apis was obtained from 
the midgut of the honeybee. Arnblyospora (syn. Thelohania) 
bracteata and Amblyospora (syn. îlelohania) varians, para- 
sites of the fat body of larvae of Odagmia ornata (Diptera : 
Simuliidae) were collected in the river 1'Helpe Majeure at 
Dompierre (Departement du  Nord, France). Arnblyospora 
(syn. Thelohania) opacita, parasite of the lawal fat body of 
Aedes cantons (Diptera : Culicidae) was found in vernal 
pools near Celakovice by Prague, Czechoslovakia. 

There exists in the literature some confusion concer- 
ning the identity of the Amblyospora spp. we used in Our 
study (HAZARD and OLDACRE, 1975 , VAVRA and UNDEEN, 
1981). We will deal with taxonomic problems related to 
these species in a separate paper. Presently it is sufficient 
to state that our A. bracteata is morphologically sirnilar to 
the form I of T. bracteata of MAURAND and Lous& (1978). 
Amblyospora varians is similar to the form II of T. brac- 
teata of the same authors. This species is also morphologi- 
cally identical with Thelohania bracteata used in the 
freeze-etching studies by LIU and his CO-authors. A. opacita 
is a dimorphic species having octopores with 8 polar 
filament coils (3 thick, 5 thin coils). 

The fixation was performed as show in Tab.1. After 
fixation the pieces of tissues containing parasites were 
washed thoroughly in 0.1 M cacodylate buffer. Impregna- 
tion with glycerol and the freeze-fracture was performed 
according to the protocol given by PORCHET and TORPIER 
(1977). 

Control specimen for ultrathin sections were embedded 
into epon or eponaraldite, sectioned and stained with 
uranyl acetate and lead citrate. 

Observations were made on a JEOL cx 120 electron 
microscope *. 

* We are grateful to A. JACOFI and E. FERREIRA for technical 
help. only. 



TABLE 1 

Fixation methods used. 

Fixation : A = glutaraldéhyde 3 %, cacodylate buffer pH 7.2, 
0 . 1  M:J 

B = as A but with postfixation in I % Os04;  
C = as A but with I M sucrose added; 
D = as A but with 2 M potassium chloride added; 
E = 3 % glutaraldkhyde in saturated solution of 

potassium chloride; 
F = as D but with postfixation in 1 % O s 0 4 ;  
G = as E but with postfixation in I O/o OsO,. 

Microsporidian 
species/code 

Tuzeiia sp. ........................ 
Am blyospora 

bracieala ...................... 
Am blyospora 

opacila .......................... 
Amblyospora varians. ..... 
Nosema apis .................... 

In  mature or nearly mature spores the fracture usually 
followed the cytoplasmic membrane lining the interior of 
the spore case, i.e. the fracture passed through the middle, 
hydrophobic layer of the plasma membrane separating the 
cytoplasm of the spore from the spore wall. Immature 
spores fractured easily at any plane passing through the 
spore but fractures similar to those of mature spores were 
frequently obtained. 

The following structures were identified in frozen- 
fractured preparation : the sporophorous vesicle mem- 
brane, the secretory products inside the sporophorous 
vesicle, the spore wall, the plasma membrane of the spore, 
the polaroplast, the polar filament, and structures proba- 
bly representing parts of the posterior vacuole. Nuclei 
were usually seen in developmental stages and in young 

TUA 

ABA 

AOA 
AVA 
NAA 

spores. 

As stated in the Introduction, the present paper will 
consider the sporophorous vesicle, the spore wall and the 
spore plasma membrane. Other structures will be descri- 
bed in a future publication. 

TUB 

ABB 

AOB 
AVB 
NAB 

The sporophorous vesicle (syn. pansporoblast or sporocyst) 
(SV) 

The SV is present in al1 examined species, except N. 
apis and has in al1 of them very similar organization. In 
Tuzetia sp., however, the SV is a transient structure, 
enveloping individually each spore and disappearing 
when the spore becomes mature. In al1 other species the 
SV is persistent and looks in ultrathin sections like a 
membranous sac enshrouding eight spores and containing 

ABC 

AVC 

besides the spores secretory material in the form of local 
aggregates of fine granules or round dense bodies (Fig. 1). 

The sporophorous vesicle membrane (SVM) was identi- 
fied in replicas of frozen-fractured material of al1 SV 
possessing species, but usually only in transverse fractures. 
In this case the SVM appears as a thin, undulatory line, 
consisting of small granules, irregular in size and arranged 
in a more or less single discontinuous row (Figs. 5, 6, 7). 
Only rarely-in A. bracteaia (ABC) and in A. varians 
(AVD)-we found a structure which we identify as SVM 
seen in the "en face" view. Such tentative SVM is revealed 
as slightly and irregularly corrugated membrane, closely 
applied to the surface of the spores (Figs. 2, 3, 4). Some 
of the corrugations are apparently impressions of structu- 
res lying below the SV membrane (Fig. 3). We believe that 
the SVM was actually cleaved during the freeze-fracturing, 
as both its convex (SVMP) and concave (SVME) faces 
were exposed, both of which carried some granules 
resembling the intramembranous particles (Figs. 3, 4). The 
particles were somewhat more frequent on the P face but 
generally their density was quite low. We d o  not give their 
exact number because at higher magnification the exposed 
SVM is irregularly granulated bearing particles of different 
sizes from which only the larger granules protrude enough 
above the surface of the membrane. On the SVMP face 
there are also some crater-like protrusions of different size 
on top of which the membrane was apparently teared 
away. These craters make impression that they are situated 
in places where some tubular structures lying under the 
SVM touch its surface - Smaller, pit-like depressions are 
found on the E face of the SVM (Fig. 3). 

A B C D E F G  

ABD 

AVD 

The internai structures 01 the sporophorous vesicle 

In addition to spores, the SV is in al1 species except 
Tuzeria sp. filled with irregularly distributed masses of 
small, densely packed granules (SE,, Fig. 14). An ill- 
defined and irregular layer of large particles follows at a 
distance the contour of the spores within the SV (SE,, Fig. 
14). The rest of the vesicle seems empty (Fig. 14). In 
Tuzetia sp. one observes sometimes inside the SV a single 

ABE 

AVE 

thick layer of granular material situated closely under the 
SVM (Fig. 7). 

The spore envelope 

ABF 

AVF 

The observation of ultrathin sections show that in al1 
examined species the envelope of the spore has its typical 
components (VAVRA, 1976) : the spore plasma membrane 
representing the boundary between the wall and the 
cytoplasm of the spore. Al1 these components were reco- 
gnized in the freeze-fracture preparations. 

ABC 

AVG 

n e  exospore 

In ultrathin sections of N. apis and Tuzeiia sp., the 
exospore is a thin, homogenous, electron-opaque layer in 
which no substructures are recognized (Figs. 8, 10). In 



FIG 1. - Part of two ( 1 ,  2 )  sporophorous vesicles with mature spores of At?zbb~ospora hracteata (Fix. ABB). The sporophorous vesicle 
membrane follows the spore surface al a close distance. Note the two types of secretory material inside the SV. ( x  12 980). 

FIG 2. - Part of the sporophorous vesicle membrane of A .  iariaris (Fix. AVD) revealed by freeze- fracture. Note the corrugated surface 
of the SVM. ( x  37 800). 

Fic, 3. - Sporophorous vesicle membranes of A. h~acteata (Fix. ABA) showing both the convex (P) and concave (E) faces. Folds on the 
SVM suggest the presence of some structures (partly tubular) under the membrane. The tubules seem to protrude through the membrane 
(coarse arrow) on the P face. while the E face has pit-like invaginations (fine arrow). In some places the membrane is teared away (*) 

( x 27 520). 



Fic 4. - Part of A hrcrcreata (Fix. 
are ahown as well as one spore wii 

FIG 5 .  - Part of A. opclcita (Fis 

ABC) sporophosous vesicle opened by fracture. E faces of the cleaved sporophorous vesicle membrane 
.h the P face of tlie plasma membrane and its wall with endo- and exospore. Tlie thin part of tlie wall 

at the apical pole of the spore is at coarse arrow. ( x  31 610). 
AOA) sporophorous vesicle showing the SVM in cross-fracture. Note the sirnil;irity of the graiiular 
secretory material (SE,) to the membrane structure. ( x 39 880). 

Fiû. 6. - Sporophorous vesicle membrane around the sporoblast of A. opacitu (Fix. AOA) shown in cross-fracture. Note the discontinuous 
character of the SVM. The future spore wall is at arrow. ( x  52 000). 



Fi(;. 7. - Part of thc frozen-fractured young spore of r~riet insp.  (Fix. T U A )  showing the SVM in cross- fracture, the single type of secretory 
material. the undifferentiated spore wiill and the plasma membrane with still many intramembranous particles. Note the alignement of 

granules at the outer edge of the wall (arrow) ( x 67 000). 
Fici. 8. -- Detail ol' a mature spore of Tii-eiiu sp. (fix. TUB) as seen in ultrathin section ( x 53 000). 

Flc  9. - Frozen-fractured Trrzrritr sp. (Fix T U A )  mature spore. Note the absence of intramembranous particles on  the E face of the plasma 
membrane ( x 18 150). 

Fic. 10. - Part of the spore of N. cipis e e n  in ultrathin section (Fix. NAB). ( x 56 950). 
Fic. I I .  - Frazen- fractured spore of N. u p i ~  (Fix NAA).  Note the presence of vesicles of unknown function in the endospore which is 

otherwise structureless (*). ( x 38 340). 



S. 12. - Part of the longitudinally sectioned spore of A. i.arians(Fix. AVB). The membrane-like outer margin of the exospore is at arrow. 
( x 38 000). 

S .  13. - Tangential fracture through the spore of A. opacita (Fix. AOA). The outer granular layer of the exospore is at arrow. ( x 63 840). 
FIG 14. - Part of the sporophorous vesicle of A. opacitcr (Fix. AOA) opened by freeze- fracture. ( x  18 460). 





freeze-fracture preparations' this layer consists of many 
granules, intermingled with some short fibres. A row of 
coarser granules is present on the periphery of the 
exospore (Figs. 7, 9, 11). In al1 Amblyospora spp. exami- 
ned, the exospore layer has a similar structure in ultrathin 
sections. Ii is reprensented by a thick layer of opaque 
material in which several strata parallel to the spore 
surface can be recognized. The outer margin of the 
exospore is formed by two narrow l a y e s  arranged in a 
membrane-like fashion, the inner one being more dense 
(Figs. 1, 12). 

In freeze-fracture preparations the exospore of A. 
varians and A. kpacita has granulo-fibrillar structure in 
which among abundant granules are scattered short coarse 
fibres (Figs. 13, 14). In A. bracteata the exospore is finely 
granular with some .rather fine fibres mixed with the 
granules (Fig. 4). The outer limit of the exospore is similar 
in al1 examined species being represented by relatively 
large particles arranged in a single layer on  the exospore 
surface (Figs. 7, 13, 14). 

The endospore. 

The endospore appears in sectioned material as a ilear, 
structureless layer inserted between the plasma membrane 
and the exospore. It is rarely present in Tuzetia sp. in 
which this layer is formed only at a late phase of spore 
maturation. 

In freeze-fractured material, there are some differences 
in the structure of the endospore layer among individual 
species. The endospore is most clearly distinguished in 
fully or nearly mature spores of N. apis where it appears 
as a thick, structureless layer. Occasionally, there are 
several (1-3), medium sized vesicles with a smooth surface, 
embedded in the endospore material of N. apis (Fig. 11). 

In al1 Amblyospora spp. examined, the endospore is 
granulo-fibrillar in structure. It can be differentiated from 
the exospore by different coarseness of its fibres and 
granules. The endospore usually makes the impression 
that there are more fibres among its granules than in the 
exospore layer. The fibres are most conspicuous in a layer 
of coarse appearance at the outer edge of the endospore 
where it seems that the fibres are preferentially oriented 
parallel to the spore surface and perpendicularly or 
obliquely to the spore long axis (Fig. 4). 

The pfasma membrane of the spore 

In al1 examined species it has a similar structure in the 
freeze-fracture preparations. The spore plasma membrane 
is a typicai cytoplasmic membrane bearing intramembra- 
nous particles uniform in size (7,s-10 nm) which are more 
numerous on the P face. The number of particles depends 
of the age of the spore. They are very numerous in young 
spores (Fig. 7,14). During spore maturation, the number of 
particles decreases (Figs. 4 , l l )  and in fully mature spores 
the plasma membrane is practically without particles (Figs. 
9,13). 

In spores which were fixed in buffered glutaraldehyde 
with no further additives, the plasma membrane is nearly 
flat, i.e. it follows regularly the inner contour of the spore 
shell. When I M sucrose is added to the fixative, some 
spores have the plasma membrane with slightly corrugated 
surface. The configuration of the plasma membrane, 
however, dramatically changes when KCI is added to the 
fixative. In such case the plasma membrane of some spores 
shows corrugations the prominence of which is proportio- 
na1 to the KCI concentration - When the fixative contains 
2 M KCI, small dash like depressions appear on the P face, 
while the E face shows dash-like elevations (Figs. 15, 16). 
These depressions and elevations become very conspi- 
cuous when the spores are fixed in glutaraldehyde in 
saturated solution of KCl (Figs. 17, 18). We have no data 
confirming that the depressions and elevations are truly 
complementary but judging from their size it seems to be 
the case. At higher magnifications and with the very low 
angle of shadowing, one can observe that the depressions 
contain a small ridge somewhat elevated above the bottom 
of the groove (Fig. 19). The intramembranous particies d o  
not occur in the depressions or  on the elevations (Fig. 17). 
It should be stressed that the depressions and elevations in 
the plasma membrane appear only in some spores. There 
is evidentiy some relationship to the age of the spore, as 
spores having large quantity of intramembranous particles 
on the plasma membrane never show deep alterations due 
to the presence of KCI in the fixative. In such spores the 
plasma membrane becomes only slightly corrugated. 

The reaction of spores of N. apis to the presence of KCI 
in the fixative was not examined. However, in this species 
we sometimes observe small conical elevations on the P 
face of the plasma membrane corresponding to small, 
pit-like depressions in the E. face. These formations are 

FIGS. 15, 16. - The, spore plasma membrane of A. bracreara fixed in the presence of 2M KCI (fix. ABD). Note the presence of relatively 
small depressions on the P face and of small elevations on the E face. (Fig. 15 : x 41 570; Fig. 16 : x 40 000). 

FIGS. 17, 18. - Plasma membrane of A. bracreura fixed in the presence of saturated KCI (Fix. ABE). The invaginations and elevations 
are very pronounced. (Fig. 17 : x 52 250; Fig. 18 : x 46 930). 

FIG. 19. - Detail of Fig. 18 showing the substructure at the bottom of invaginations ( x  137 000). 



probably artifacts because photomicrographs of frozen- 
fractured N. apis spores published by Liu (1975). show that 
the spore plasma membrane in this species is able to form 
depressions and elevations like other microsporidia. 

DISCUSSION 

The sporpphorous vesicle. 

There' is some ambiguity in the use of the terms 
"sporophorous vesicle", "pansporoblast" and "sporo- 
cyst". In this paper we use "sporophorous vesicle" in the 
sense of CANNING and HAZARD (1982) as a synonym for an 
older and still widely used term "pansporoblast". As 
explained in VAVRA and SPRAGUE (1976), the name "pans- 
poroblast", was used in microsporidia originally for 
designation of the ce11 or cells contained within the 
"pansporoblastic membrane". This membrane alone was 
then named "sporophorous vesicle" or "sporocyst". 
CANNING and HAZARD (1982), however, have recommen- 
ded that the term pansporoblast should be restncted for 
use in myxosporidia and that the term "sporophorous 
vesicle", be used in microsporidia (for the whole forma- 
tion, i.e. its envelope plus internal contents)as replacement 
for "pansporoblast". Recently, HAZARD and FEDERICI 
(1985), proposed to replace the "sporophorous vesicle" 
with its synonym, the "sporocyst". We d o  not use the last 
term here, because in parasitology the "sporocyst", has 
frequently the meaning of a resistant cover about a 
parasite and has a special meaning in helminthology. We 
feel that it would be misleading to cal1 "sporocyst" the 
thin and little resistant spore containing sacs of Amblyos- 
pora spp. and Tuzetia sp. 

The sporophorous vesicle membrane 

Our observations have to be compared with those of 
LIU et al., 1971. These authors observed the same structure 
of the SVM in cross-fracture as we did. They published 
one photomicrograph showing the "en face" view of the 
outer surface of the pansporoblast membrane". In this 
photograph the SVM has the same granular structure as 
the fine granular type of secretion (SE,) found in the 
interior of the sporophorous vesicle. This type of secretion 
occurs sometimes very close to the SVM (Fig. 5) and has 
the structure resembling the SVM in cross-fracture. We 
believe that Liu et al.. 1971 misidentified the secretion with 
the SVM and that the first true photomicrographs of the 
SVM fractured along its surface are those shown in the 
present paper. 

A question concerning the nature of the SVM has to be 
discussed on the basis of our observations. It has been 
speculated that : 1) the SVM is the original plasma 
membrane of the sporont and that consequently a new 
plasma membrane should be neoformed around the 
sporont cell enclosed in the SVM (SZOLLOSI, 1971; VAVRA 
and SPRAGUE, 1976), or 2) that the SVM is a plasma 

membrane neoformed on  the surface of the original 
sporont plasmalemma (VAVRA, 1965, 1976), or 3) that the 
SVM is a secretion product of the sporont ce11 arranged in 
a membrane-like fashion (CANNING and HAZARD, 1982; 
VAVRA et al., 1982). 

Three facts corroborate in our oppinion the last 
mentioned supposition. First the SVM is much more 
resistant to cleavage than the usual cytoplasmic membra- 
nes. This is documented by the fact that despite the very 
abundant presence of the SVMs in our material we found 
the fractures showing the SVM surface only very rarely. 
Second, the structure of the SVM in transverse fractures is 
not similar to cytoplasmic membranes being much more 
loose and discontinous. Third, the corrugated surface of 
the SVM, the paucity of particles resembling the intra- 
membranous particles and the presence of other much 
smaller and ill-defined granules differentiate the SVM 
from typical plasma membrane. 

The fact that the SVM does occasionally cleave during 
freeze-fracturing and that its faces do show some granules 
similar to normal intramen5ranous particles are not "per 
se" an argument against our above mentioned suppositi-on. 
Even "synthetic" membranes can imitate true cytomem- 
branes during freeze-fracturing. The occurence of the 
intramembranous-like particles could be explained by the 
transport function which the SV as growth chamber for the 
spores must perform. 

The contents of the sporophorous vesicle 

Liu et al., 1971, found that the interior of the SV is 
filled by uniformly granular material mingled with vesicles 
having a fingerpnnt-like internai structure. Our observa- 
tions are different in this respect, probably because we 
observed fixed material. The structures which we observe 
inside the SV more closely resemble those seen in ultrathin 
sections. 

The spore wall. 

Our observations are similar to those of Liu and DAVI& 
(1973a) and Liu (1975) who found that 8 -9 nm microfi- 
bers-probably chitinous in nature-are the main component 
of the wall. These authors, however, failed to distinguish 
the two sublayers of the wall. In our observations, the 
exospore and the endospore can be recognized in al1 
species, except Tuzetia sp. but with different degree of 
clarity. We have no explanation for the homogenous, 
structureless appearande of the endospore in N. apis. 
which is so different from the fibrille-granular appearance 
of the same layer in other species. Perhaps the age of the 
spore and the degree of the development of its wall at the 
moment of fixation is of importance. This seems to explain 
why we did not observe in freeze-fracture the endospore 
layer in Tuzetia sp. in which it is formed as the last event 
in spore maturation. 
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CHAPITRE VI 

DISCUSSION 



La discussion concernant Nosemoides vivieri ayant déjà été faite au niveau des 

articles publiés, celle qui va suivre concernera principalement Nosema apis et sera surtout 

axée sur les travaux parus depuis la synthèse de VAVRA (1976). 

Dans l'ensemble, les aspects ultrastructuraux étudiés chez Nosema apis sont 

comparables avec les études précédentes effectuées sur d'autres microsporidies du genre Nosema 

telles Nosema algerae (VAVRA et UNDEEN 1970, CANNING et SINDEN 1973, AVERY et ANTHONY 

1983), Nosema whitei (MILNER 1972), Nosema eurytremae (COLLEY et Coll., 1975), 

Nosema transitellae (KELLEN et Coll., 1977), Nosema b;issi (LIU et MACEWEN 1977), 

Nosema lymantriae (SAFTOIU et Coll., 1978), Nosema tractabile (LARSSON 1981 ), Nosema 

hylobii (PURRINI 1981), Nosema sp M l  1 et M12, Nosema bombycis (SATO et Coll., 1982), 

Nosema calcarati (PURRINI et HALPERIN 1 982), Nosema ptinidorum (PURRINI 1 983), 

Nosema lepocreadii (CANNING et Coll., 1983), Nosema rivulogammari (LARSSON 1983), 

Nosema apicalis (MADDOX et WEBB 1 983), Nosema manierae (TOGUEBAY E et BOUlX 1 983), 

Nosema helminthorum (CANNING et GUNN 1 984), Nosema couilloudi, Nosema henosepilachnae 

(TOGUEBAYE et MARCHAND 1984), Nosema varivestis et Nosema epilachnae (BROOKS et Coll., 

1 985), Nosema ceratomyxae (DIAMANT et PAPERNA 1 985), Nosema birgii (TOGUEBAY E et 

MARCHAND 1 986), Nosema cuneatum (STREETT et HENRY 1 987), Nosema galerucellae 

(TOGUEBAYE et BOUlX 1989), Nosema nisotrae (TOGUEBAYE et MARCHAND 1989). 

1) Le cycle 

II ne nous a pas été possible, chez Nosema apis, de déterminer le nombre de 

générations mérogoniques. Cependant GRAY et Coll. (1969) ont établi, en microscopie 

photonique, qu'il existait généralement deux générations mérogoniques : le méronte issu de la 

transformation du sporoplasme se divise une première fois pour former les mérontes de 



premiére génération qui, se divisant une deuxième fois, donneront les mérontes de deuxième 

génération, ceux-ci évoluant directement en sporontes. Parfois les mérontes de premiére 

génération peuvent également évoluer directement en sporontes. YOUSSEF et HAMMOND (1971) 

montrent, en microscopie électronique, que structurellement les différences entre les deux 

générations de mérontes sont minimes et ne concernent que la distribution et le développement 

quantitatif du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi. Ces auteurs pensent qu'il 

pourrait également y avoir des petites variations structurelles saisonnières. Ces petites 

différences se situeraient principalement au niveau des sporontes : chez les sporontes d'abeilles 

d'été, ces auteurs ont mis en évidence des phénomènes d'endocytose qui n'ont pas été retrouvés 

chez les sporontes d'abeilles d'hiver qui, par contre, présentent un systéme complexe de tubules 

ramifiés apparemment formés par des expansions de la paroi du sporonte. D'autre part, les 

sporontes d'abeilles d'hiver peuvent entrer en division tandis que ceux d'abeilles d'été ne le font 

pas. STECHE (1 965) avait également observé, chez Nosema apis, que la succession des stades en 

été différait de celle en hiver. 

En ce qui concerne nos propres observations, toutes les abeilles parasitées 

étudiées étant des abeilles de printemps, il semblerait que nous ayions des formes 

intermédiaires : en effet les sporontes observés peuvent entrer en division (figs. 42, 43, 45, 

48, 49) et leur paroi peut former des expansions tubulaires (figs. 133, 134, 135) (sporonte 

d'hiver ?), mais présentent également des figures rappelant des phénomènes d'endocytose (fig. 

131) (sporonte d'été ? ). 

Jusqu'h présent, aucun phénomène de sexualité n'a été mis en évidence dans le 

cycle de ces deux organismes. En effet nous n'avons jamais observé, au début de la phase 

sporogonique, de structures synaptonématiques dans le noyau indiquant la présence d'une méiose 

et donc d'une sexualité (LOUBES et Coll., 1976). Ces complexes synaptonématiques ont été 

observés chez plusieurs espèces de microsporidies (LOUBES 1976, 1979), la méiose se 



déroulant au stade du jeune sporonte et la caryogamie devant alors survenir pendant la phase 

végétative. HAZARD et Coll. (1985) ont décrit la formation de gamètes, puis leur fusion chez 

trois espèces de microsporidies. De même chez Ambiyospora culicis, TOGUEBAYE et MARCHAND 

(1986) confirment I'existence, dans les jeunes sporontes, d'une méiose aboutissant à la 

formation de spores haploïdes, et I'existence d'une fusion cytoplasmique puis nucléaire entre 

deux cellules uninucléées, assimilées à des gamètes, intervenant avant la mérogonie. D'après ces 

auteurs, ces gamètes seraient vraisemblablement des sporoplasmes issus directement des 

spores. BECNEL, HAZARD et FUKUDA (1986) observent également une méiose chez Pilosporella 

chapmani . Puis BECNEL et Coll. (1987) décrivent, chez Culicospora magna , un cycle complexe 

avec formation de gamètes suivie d'une plasmogamie avec accolement des deux noyaux en un 

diplocaryon, et différentiation de deux types de spores, uninuclées (haploïdes) et binucléées 

(diploïdes). BECNEL et Coll. (1989) observent la même formation de gamètes ainsi qu'une 

plasmogamie chez Edhazardia culicis. 

2) Les mérontes 

a) Structure générale 

Les mérontes sont de simples cellules plus ou moins sphériques, limités par la 

seule membrane plasmique, contenant un diplocaryon et dont la principale caractéristique 

paraît être une relative pauvreté (qualitativement) en organites cytoplasmiques : du reticulum 

endoplasmique parfois dilaté en vésicules, des ribosomes libres et un appareil de Golgi sous 

forme de petites vésicules golgiennes, mais absence totale de mitochondries et de grains de 

réserves. Ces observations sont en accord avec le schéma général de la structure des mérontes 

donné par VAVRA (1 976) et avec l'étude de YOUSSEF et HAMMOND (1 971) chez Nosema apis, 

mais aussi avec les travaux effectués sur d'autres Nosema (voir les auteurs cites en début de 

discussion) et sur d'autres genres tels que Pleistophora (LOM et CORLISS 1967, CANNING et 

NICHOLAS 1980), Caudospora (VAVRA 1968), Metchnikovella (VIVIER et SCHREVEL 1973), 



Inodosporus spraguei (OVERSTREET et W ElDN ER 1 974), Unikaryon (CANNING et NICHOLAS 

1974, CANNING et Coll. 1983, TOGUEBAYE et MARCHAND 1983, 1984, TOGUEBAYE 1986, 

AZEVEDO et CANNING 1987), Gurleya (LOUBES et MAURAND 1976), Stempellia (DESPORTES 

1976), Nosemoides (LOUBES et AKBARIEH 1977, SAKlTl et BOUlX 1987), Ormieresia 

(VIVARES et Coll. 1977), Perezia (ORMIERES et Coli 1977, LANGE 1987), Ameson (LOUBES 

et Coll. 1977, VIVARES et SPRAGUE 1979), Baculea (LOUBES et AKBARIEH 1978), 

Amphiamblys (DESPORTES et THEODORIDES 1 979), Spraguea (LOUBES et Coll. 1 979), Glugea 

(BERREBI 1979, CANNING et Coll. 1982), Vairimorpha (MALONE et CANNING 1982), 

Pleistophora, Vavraia, Polydispyrenia (CANNING et HAZARD 1 982), Trichoduboscgia (BATSON 

1982), Hirsutusporos (BATSON 1983), Amblyospora (AN DREADIS 1 983, TOGUEBAY E et 

MARCHAND 1 985), Thelohania (LARSSON 1983, 1986), Norlevinea (VAVRA 1984), 

Chapmanium (LARSSON 1984), Microsporidiurn (MALONE 1985, LOUBES et Coll. 1988), 

Loma (LOUBES et Coll. 1984, BEKHTI et BOUlX 1985), Telomyxa (HAZARD et FEDERICI 

1985), Pyrotheca (XIE et CANNING 1986), Abelspora (AZEVEDO 1987), Cougourdella 

(LARSSON 1989), pour ne citer que les principaux. 

L'appareil de Golgi, considéré comme trés primitif (VAVRA 1976, VIVIER 

1979) et mis en évidence pour la première fois chez les microsporidies par VAVRA (1965), 

est présent dans le cytoplasme de divers stades de développement principalement les mérontes, 

sporontes et sporoblastes (VAVRA 1976). 11 semble par contre absent du cytoplasme des 

sporoplasrnes fraichement "déchargés" (ISHIHARA 1968, WEIDNER 1972, WEIDNER et TRAGER 

1973, WEIDNER et Coll. 1984, SCARBOROUGH-BULL et WEIDNER 1985), et des spores 

(VAVRA 1976). Chez les mérontes, ce Golgi est matérialisé par un ou plusieurs amas de petites 

vésicules plus ou moins noyées dans une matrice homogéne plus dense que le cytoplasme 

environnant (YOUSSEF et HAMMOND 1971, VAVRA 1976). Ces amas peuvent être soit adjacents 

au noyau et les vésicules paraissent être en contact avec la membrane externe de l'enveloppe 



nucléaire, soit épars dans le cytoplasme et elles sont alors en relation avec le réticulum 

endoplasmique. A ce stade il semble donc que le membrane nucleaire externe, les vésicules 

golgiennes et le réticulum endoplasmique forment un système plus ou moins continu. L'origine 

de ces vésicules golgiennes pourrait donc être double comme chez Nosemoides vivieri : 

enveloppe nucléaire (une origine semblable du Golgi a eté observée chez divers Sporozoaires 

par VIVIER et PETITPREZ 1972, VIVIER et Coll., 1972, mais aussi dans les cellules 

embryonnaires de sauterelle par KESSEL 1971), et réticulum endoplasmique (YOUSSEF et 

HAMMOND 1971). Ce Golgi deviendra de plus en plus important au fur et à mesure de l'avancée 

dans le cycle pour atteindre son maximum de développement chez les sporoblastes. 

b) Le diplocaryon 

L'appareil nucléaire, chez Nosema apis , est toujours constitué de deux noyaux 

associés en un diplocaryon. Ces deux noyaux, de structure identique, se comportent de façon 

parfaitement synchrone durant tout le cycle de d6velopement. Chacun d'eux possède sa propre 

enveloppe et est aplati au niveau de la zone d'accolement. Ces enveloppes nucléaires sont percées 

de nombreux pores nucléaires excepté, semble t-il, au niveau de l'aire de contact (YOUSSEF et 

HAMMOND 1971) comme cela a également été observé chez d'autres microsporidies à 

diplocaryon (VAVRA 1976), ceci ne signifiant pas obligatoirement qu'il n'en existe pas. En 

effet, dernièrement DARWISH et Coll. (1989), ont observé au niveau de cette zone de contact, 

chez Vairimorpha necatrix , des pores nucléaires disposés face à face, suggérant l'existence 

d'un système de canaux "internucléaires" au niveau de ces pores, et donc d'un échange 

d'informations entre les deux noyaux. Ceci concorde avec nos observations en cryofracture où 

nous avions constaté que les particules intramembranaires étaient plus denses au niveau de la 

zone d'acccolement que sur le reste des hémimembranes nucléaires, ce qui laisse également 

supposer une activité plus intense à cet endroit et probablement des échanges permettant, pour 

le moins, un parfait synchronisme dans le comportement de ces deux noyaux. Nous n'avons 



jamais observé de fusion des membranes nucléaires au niveau de la zone d'accolement, comme le 

décrivent YOUSSEF et HAMMOND (1971)' mais peut-être le grandissement utilisé par ces 

auteurs n'était-il pas suffisant pour obtenir une bonne résolution de ces membranes. En 

cryofracture nos résultats confirment ceux de LIU (1 972) chez Theluhania bracteata, à savoir 

que chacune des deux hémimembranes des deux membranes de l'enveloppe nucléaire porte des 

PIM, celles-ci étant toujours plus nombreuses sur les faces P que sur les faces E, et aucun pore 

nucléaire n'a été observé au niveau de la zone de contact entre les deux noyaux du diplocaryon. 

Ailleurs sur l'enveloppe nucléaire, LIU (1972) décrit des pores constitués d'un granule central 

entouré d'un complexe de huit sous-unités à symétrie radiaire, comme cela avait été démontré 

chez Tetrahymena pyriformis par SPETH et WUNDERLICH (1 970) et d'une façon plus générale, 

par MAUL (1971). LIU (1972) pense que la densité de ces pores, liée à l'intensité des échanges 

nucléocytoplasmiques, varie au cours des différents stades du cycle, pour atteindre son 

maximum au stade sporoblaste, stade pendant lequel s'effectue toute la genkse des différentes 

structures de la future spore. 

c) La caryocinèse 

La division nucléaire, chez les rnérontes et les sporontes de Nosema apis et 

Nosemoides vivieri , est une cryptomitose à formations polaires extranucléaires, telle qu'elle a 

été définie par HOLLANDE (1972) et reconnue chez les Microsporidies (VIVIER 1973, VIVIER 

et VICKERMAN 1974). Le déroulement de cette cryptomitose a été parfaitement mis en évidence 

chez Stempellia mutabilis (DESPORTES 1976). Ce type de division est caractérisé par la 

présence constante de I'enveloppe nucléaire et par I'absence de centriole. Le fuseau mitotique est 

intranucléaire et les microtubules fusoriaux divergent à partir de deux formations polaires, les 

plaques fusoriales (VAVRA 1976) par analogie avec ce qui se passe chez les levures (MOENS et 

RAPPORT 1971), ou plaques polaires (DESPORTES 1976), placées sur I'enveloppe nucléaire 

au niveau d'une dépression. Dans ces formations polaires de structure complexe et considérées 



comme des centres cinétiques (VAVRA et UNDEEN 1970, SPRAGUE et VERNICK 1971), il est 

possible de distinguer plusieurs couches sombres très contrastées, surmontées de plusieurs 

vésicules polaires. DESPORTES (1976) décrit ces centres cinétiques comme étant constitués de 

deux lames bimembranaires, alors que LOUBES et Coll. (1976) chez Glugea habrodesrni 

observent un centre cinétique formé par l'empilement de trois doubles membranes ou vésicules 

aplaties. CANNING et Coll. (1982) parlent de deux disques sombres, mais ce nombre peut varier 

d'une espèce à l'autre : un chez Gurleya chironomi, Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et MAURAND 

1 975, 1 976), Trichoduboscqia epeori (BATSON 1 982), Nosema henosepilachnae (TOGU EBAY E 

et MARCHAND 1984), Unikaryon legeri (AZEVEDO et CANNING 1987), Nosema nisotrae 

(TOGUEBAYE et MARCHAND 1989), deux chez Glugea atherinae (BERREBI 1 979), Ormieresia 

carcjni (VIVARES et Coll. 1977), trois chez Pleistophora typicalis (CANNING et NICHOLAS 

1980), quatre chez Loma sp. (MORRISON et SPRAGUE 1981) et un nombre variable chez 

Hirsutusporos austrosimulii (BATSON 1983). 11 peut également y avoir de Iégéres variations 

interspécifiques quant à la position de ces disques sombres, la plus courante étant celle où ils 

surmontent I'enveloppe nucléaire (DESPORTES 1976, LOUBES et Coll. 1976, BERREBI 1979, 

CANNING et Coll. 1982, BATSON 1983). Cependant chez Nosema apis il semble que les deux 

disques sombres soient formés par des épaississements des deux membranes nucléaires, comme 

chez Nosema cuneatum (STREETT et HENRY 1987), avec à cet endroit un rétrécissement de 

l'espace périnucléaire ( YOUSSEF et HAMMOND 1971). De même VIVIER et SCHREVEL (1973) 

remarquent chez Metchnikovella hovassei , un accroissement de l'opacité des membranes au 

niveau de la dépression de I'enveloppe nucléaire. Chez Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et 

MAURAND 1976)' un seul disque sombre surmonte un épaississement de I'enveloppe nucléaire 

tandis que chez Ormieresia carcini (VIVARES et Coll. 1977) le centre cinétique comprend un 

disque sombre supérieur et un disque inférieur intercalé entre les deux membranes de 

l'enveloppe nucléaire. Une formation polaire un peu particulière, en forme de cylindre, a été 



observée chez Amphiamblys laubieri (DESPORTES et THEODORIDES 1979). Chez 

Orthothelohania sp. , CODREANU-BALCESCU et Coll. (1975) signalent une plaque fusoriale en 

forme de rosette réguliére renfermant deux ou trois rondelles axiales entourées de plusieurs 

couples de rondelles périphériques foncées. Les plaques fusoriales se trouvent toujours 

enrobées dans une sorte de matériel dense amorphe, situé de part et d'autre de l'enveloppe et sur 

lequel, sous la membrane nucléaire interne, prend racine le fuseau mitotique. Selon DESPORTES 

(1976) des microtubules se différencient à partir de ce matériel, de part et d'autre des plaques 

fusoriales, les microtubules sus-jacents se résorbant lors de la différenciation du fuseau 

mitotique. Nous n'avons pas observé ces derniers microtubules sus-jacents chez Nosema apis . 

CANNING et Coll. (1 982) décrivent également, chez Glugea anomala des fibres extranucléaires 

denses traversant les disques sombres et reliant l'amas de vésicules polaires à l'enveloppe 

nucléaire. 

La présence de ces vésicules polaires surmontant les plaques fusoriales, 

constitue une autre des particularités de la caryocinèse microsporidienne. VIVIER (1965), 

WEIDER (1970), YOUSSEF et HAMMOND (1971), VIVIER et SCHREVEL (1 973), DESPORTES 

(1976), LOUBES et MAURAND (1976, 1981), LOUBES et AKBARIEH (1978), BERREBl 

(1979), CANNING et Coll. (1982), BATSON (1982, 1983), TOGUEBAYE et MARCHAND 

(1984), LARSSON (1986) les ont également observées. STREETT et HENRY (1987), chez 

Nosema cuneatum parlent de "corps polaires" ressemblant à des anneaux membraneux à centre 

clair. Cependant ces vésicules ne semblent pas toujours présentes : en effet, elles n'ont pas été 

mises en évidence chez certaines espéces telles que Nosemoides vivieri, Gurleya chironomi et 

Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et MAURAND 1 975, 1 976), Ormieresia carcini (VIVARES et 

Coll. 1977), Nosema henosepilachnae (TOGUEBAYE et MARCHAND 1984), Unikaryon legeri 

(AZEVEDO et CANNING 1987). Ces vésicules dont l'origine est inconnue, sont généralement 

limitées par une simple membrane comme chez Nosema apis (YOUSSEF et HAMMOND 1971), 



Metchnikovella hovassei (VIVIER 1965, VIVIER et SCHREVEL 1973), Metchnikovella 

wohlfarthi ( HILDEBRAND 1 974), Stempellia mutabilis (DESPORTES 1 976), Glugea 

habrodesmi (LOUBES et Coll. 1976), Glugea atherinae (BERREBI 1979), Glugea truttae 

(LOUBES et Coll. 1981), Episetum inversum et Thelohenia corethrae (LARSSON 1986). 

Cependant elles peuvent parfois être limitées par une double membrane comme chez Glugea 

anomala (CANNING et Coll. 1 982), Trichoduboscqia epeori (BATSON 1 982), Hirsutusporos 

austrosimulii (BATSON 1983). Ceci laisse donc supposer une origine variable de ces vésicules. 

VIVIER (1 965), VIVIER et SCHREVEL (1973) chez Metchnikovella hovassei parlent, au niveau 

du centre cinétique, d'un ensemble de vésicules simulant une sorte de dictyosome et montrant 

une polarité nette caractérisée par l'augmentation de taille des vésicules en allant de la zone 

proximale ( au contact de I'enveloppe nucléaire) vers la zone distale. Chez Nosema apis nous 

avons remarqué qu'il existait souvent, à proximité de ces vésicules, des lames 

ergastoplasmiques. Chez Trichoduboscqia epeori , BATSON (1 982) pense que ces vésicules 

seraient dues aux circonvolutions d'une double membrane englobant du matériel homogène 

moyennement dense, mais il ne précise pas si celle-ci correspond à l'enveloppe nucléaire ou 

non. 

3) Les sporontes 

En début de sporulation, les sporontes, de forme plus ou moins ovoïde, sont 

limités par une membrane plasmique épaissie, en certains endroits, par un dépôt de matériel 

dense qui forme à la surface du parasite des sortes de plaques irrégulièrement espacées. Ce 

dépôt, d'abord discontinu, finira par recouvrir la totalité de la surface externe de la membrane 

plasmique et sera à l'origine de I'exospore. La structure fine des jeunes sporontes, hormis la 

membrane lirnitante, est semblable à celle des mérontes. Cependant l'épaississement de la 

membrane plasmique ne constitue pas toujours un critére suffisant pour caractériser les 

sporontes, car chez certaines microsporidies telles que Perezia lankesteriae (ORMIERES et 



Coll. 1977) des stades mérogoniques peuvent avoir une paroi complexe, et des stades 

sporogoniques ne peuvent être limités que par la seule membrane plasmique. De même chez 

Nosema henosepilachnae (TOGUEBAYE et MARCHAND 1984) les mérontes sont limités par une 

membrane plasmique déjà recouverte d'une fine paroi opaque aux électrons. A ce stade sporonte 

nous n'avons pas encore observé, chez Nosema apis, le halo clair situé entre le parasite et le 

cytoplasme de la cellule-hôte, signalé par VAVRA (1976) et retrouvé chez d'autres espèces 

comme Nosema manierae (TOGUEBAYE et BOUlX 1983) et Nosema algerae (AVERY et ANTHONY 

1983). Cet espace clair n'apparaitra que plus tard, autour des sporoblastes. 

L'origine de ce matériel dense se déposant sur la membrane plasmique est mal 

connue. Chez Nosema cuneatum STREETT et HENRY (1 987) observent autour des mérontes, une 

assise discontinue portant des ribosomes sur sa surface externe et qui apparaît globulaire en 

certains endroits, contenant alors des vésicules dont le centre est occupé par du matéreiel dense. 

Ces auteurs pensent que celui-ci est déposé sur la surface du plasmalemme, les petites vésicules 

paraissant fusionner avec la membrane plasmique du parasite. L'assise discontinue pourrait 

aussi être constituée par du réticulum endoplasmique de la cellule-hôte qui se dilaterait, en 

certains endroits, en grandes vésicules bourgeonnant, côte parasite, ces petites vésicules à 

contenu central dense. Chez Nosema apis , nous avons pu voir que les stades rnérogoniques étaient 

encerclés par des vésicules plus ou moins aplaties du réticulum endoplasmique de la 

cellule-hôte, mais nous n'avons jamais observé de petites vésicules à contenu dense. LOUBES et 

Coll. (1979) avaient également remarqué, chez Spraguea lophii, des vésicules denses aux 

électrons venant se déposer à l'extérieur de l'enveloppe du plasmode sporogonial en une assise 

d'abord discontinue, puis en une enveloppe continue autour des sporoblastes. Chez Nosema 

henosepilachnae (TOGUEBAYE et MARCHAND 1984), une importante réaction de la cellule-hôte 

se traduit parfois par l'apparition, autour du sporonte, de vésicules membranaires contenant 

des inclusions denses pouvant se trouver en contact direct avec la paroi du sporonte. Toutefois, 



la présence de ces vésiculès n'étant pas constante, les auteurs pensent que celles-ci ne 

participent pas directement à la formation de la paroi du sporonte. Chez Nosema birgii 

(TOGUEBAYE et MARCHAND 1986), des granules denses se déposent également contre le 

plasmalemme du sporonte, puis fusionnent pour former une paroi continue. SAKlTl et BOUlX 

(1987) observent, chez Nosemoides tilapiae , des vésicules plus ou moins opaques, issues du 

cytoplasme de la cellule-hôte, venant se déposer sur la membrane plasmique des plasmodes 

sporogoniaux pour former une paroi d'aspect ornementé trés régulier. Chez Mrazekia 

brevicauda (GOTZ 1981), le matériel dense déposé sur la membrane du sporoblaste 

proviendrait du cytoplasme-hôte. Ces quelques exemples, pris parmi les microsporidies 

apansporoblastiques, suggèreraient que le matériel dense qui se dépose sur la membrane 

plasmique serait d'origine exogène et pourrait constituer, en quelque sorte, une réaction directe 

ou indirecte de la cellulle-hôte vis à vis du parasite. Cependant chez Nosema lapocreadii , 

CANNING et Coll. (1983) observent une sécrétion de matériel dense sur le plasmalemme des 

sporontes. Chez les microsporidies pansporoblastiques, ce dépôt dense serait par contre 

d'origine endogène et pourrait provenir de produits de sécrétion du parasite lu i -mhe. En effet 

DESPORTES (1976) chez Stempellia mutabilis parle de l'exsudation de matériel dense de 

texture granuleuse, entre la membrane dite pansporoblastique et la membrane plasmique du 

sporonte sur laquelle il se dépose en une couche d'abord discontinue, puis en un revêtement 

continu, avec interposition entre ce dernier et le plasmalemme d'une fine formation 

polysaccharidique. Chez Glugea habrodesmi (LOUBES et Coll. 1 976), Glugea atherinae 

(BERREBI 1979), Glugea truttae (LOUBES et Coll. 1981) Loma dimorpha (LOUBES et Coll. 

1984), la membrane plasmique s'épaissit aprés la formation de la membrane de la vacuole de 

sporogonie. Cet épaississement serait dû à un phénomène sécrétoire de la paroi tandis que la 

membrane pansporoblastique se formerait par une sorte de délamination du plasmalemme du 

plasmode végétatif. AZEVEDO (1987), chez Abelspora portucalensis , signale l'apparition, sur 



le plasmalemme des sporontes, d'une couche discontinue de matériel dense et amorphe. Mais des 

grandes vésicules, de diamétre variable et contenant une matrice de matériel floconneux avec un 

ou deux granules denses, apparaissent étroitement accolées à la paroi du sporonte, uniquement 

au niveau des zones où cette paroi est épaissie. Selon l'auteur le matériel dense est déposé sur le 

plasmalemme entre celui-ci et la membrane de la vésicule, la vacuole sporophorique dérivant 

de ces vésicules. Ceci semble rappeler ce qui a été observé chez Nosema cuneatum (STREETT et 

HENRY, 1987) chez laquelle il n'y a pas formation de vésicule sporophorique. 

Le sporonte de Norlevinea daphniae (VAVRA 1984) est caractérisé par la 

différenciation, autour de la membrane plasmique, d'une deuxiéme couche rnembranaire qui se 

sépare complètement du parasite, pour constituer la membrane de la vésicule sporophorique 

considérée comme un produit de sécrétion du parasite. Cette membrane proviendrait de 

vésicules membranaires et de petits granules denses qui apparaissent à la surface de la cellule 

microsporidienne. Une grande partie du matériel sécrété dans la vésicule sporophorique 

participera à la formation de la paroi sporale. Chez Glugea anomala (CANNING et Coll. 1982), 

les stades mérogoniques sont déjà recouverts d'un petit d6pôt dense qui semble disparaître par 

la suite, alors que deux membranes accolées sont visibles à la surface du parasite. La plus 

externe de ces membranes sera à I'origine de la membrane de la vésicule sporophorique : cette 

membrane se souléve, formant des boursouflures, tandis qu'un nouveau matériel dense est 

sécrété sur le plasmalemme du plasmode, d'abord d'une façon discontinue uniquement au niveau 

des boursouflures, puis d'une façon continue lorsque la vésicule est totalement différenciée. 

Dans cette vésicule sporophorique des sécrétions métaboliques, sous forme d'un réseau 

granulaire clairsemé, occupent les espaces entre les parasites. Ceci appelle plusieurs questions: 

la membrane de la vésicule sporophorique semble se former à partir du premier dépôt visible 

sur les stades végétatifs, mais quelle est I'origine de ce matériel ? Est-il sécrété par le parasite 

ou bien ne peut-il provenir directement ou indirectement du réticulum endoplasmique qui 



entoure les premiers stades de développement? Les auteurs se demandent d'ailleurs s'il s'agit là 

d'une vraie membrane ou plutôt d'un matériel granulaire structuré à la façon d'une membrane. 

VAVRA et Coll. (1986) ont montré par la technique de la cryofracture, que la membrane de la 

vésicule sporophorique chez Amblyospora bracteata , Amblyospora opacita et Tuzetia sp. , 

n'était effectivement pas une vraie membrane. Une autre question est de savoir si le deuxidme 

dépôt, sur le plasmalemme du plasmode, est de même nature et a la même origine que les 

sécrétions métaboliques contenues dans la vésicule sporophorique ? Selon BEKHTI et BOUlX 

(1985), la paroi des sporontes de Loma salmonae ne s'épaissit que lorsque la vacuole de 

sporogonie est différenciée. Ceci semble donc écarter l'hypothèse d'une origine exogène de ce 

matériel. Chez Thelohania corethrae (LARSSON 1986) du matériel dense est sécrété sur la face 

externe du plasmalemme du jeune sporonte. Puis cette couche s'écarte de la membrane 

plasmique, en certains endroits d'abord, formant des protubérances remplies de matériel 

granulaire, et finit par former une grande vésicule sporophorique contenant le plasmode 

sporogonial dont la paroi s'épaissit alors par un dépôt, sur la membrane plasmique, de matériel 

dense dont l'origine n'est pas précisée. La vésicule sporophorique, chez cette esphce, ne paraît 

donc pas limitée par une vraie membrane. De même chez Amblyospora culicis (TOGUEBAYE et 

MARCHAND 1986), en fin de mérogonie, le "présporonte" est limité par une membrane déjà 

recouverte extérieurement par une fine paroi de matériel dense. La transformation du 

présporonte en sporonte débute par un décollement, en certaines zones, entre cette paroi et la 

membrane plasmique. Dans ces zones apparaissent des "granules métaboliques" qui se 

déposeront contre le plasmalemme du jeune sporonte et finiront pas réaliser une nouvelle paroi 

continue. Après décollement total, la paroi initiale du préposporonte devient l'enveloppe du 

pansporoblaste. L'origine du matériel constituant cette enveloppe n'est pas précisée. Un 

phénomène similaire a été décrit chez Ovavesiculata popilliae (ANDREADIS et HANULA 1987)' 

et la paroi de la vésicule sporophorique ne ressemble pas du tout à une membrane. Les produits 



métaboliques accumulés dans la vésicule pourraient également être à I'origine de la couche de 

matériel dense superposée à la membrane plasmique des sporoblastes. Par contre, la vacuole 

parasitaire observée chez Microsporidium acanthocephali (LOUBES et Coll. 1988) se 

constituerait à partir du réticulum endoplasmique du cytoplasme-hôte qui entoure le parasite. 

Chez Encephalitozoon cuniculi (WEIDNER 1975), la vacuole parasitaire se développerait aux 

dépens de la masse cytoplasmique de la cellule-hôte, et le nombre de parasites présents dans 

cette vacuole serait fonction de l'importance de son développement, celui-ci étant acompagné de 

la formation de vésicules de pinocytoses vers l'intérieur de la vacuole. 

Tous ces exemples montrent que I'origine de la future exospore n'est pas 

encore établie avec certitude. Ainsi chez les Microsporidies apansporoblastiques, la paroi du 

sporonte peut provenir soit d'un phénomène sécrétoire de la cellulle-hôte (sorte de réaction 

parasitaire), soit d'une sécrétion du parasite lui-même. Chez les Microsporidies 

pansporoblastiques, elle peut également être le résultat, soit d'un phénomène sécrétoire de la 

cellule microsporidienne, soit d'un dépôt, sur le plasmalemme, de matériel dense issu des 

produits métaboliques accumulés dans la vésicule sporophorique, le pansporoblaste ou la 

vacuole parasitaire. 

4) Les sporoblastes 

Les sporontes de Nosema apis se divisent en deux sporoblastes, chacun d'eux 

évoluant directement en une spore. Au cours de ce stade s'effectuera la sporogen&se ou 

différenciation sporoblastique qui donnera à la spore sa structure définitive (paroi sporale, 

filament polaire et annexes, sporoplasme). 

a) Le filament polaire 

L'origine golgienne du filament polaire, signalée des 1965 par VAVRA, puis 

SPRAGUE et VERNICK (1969) et confirmée par des preuves cytochimiques (WALKER et HINSCH 



1972; VAVRA 1972; TAKIZAWA et Coll. 1975; DESPORTES 1976) est donc nettement établie ici 

chez Nosemoides vivieri et Nosema apis . Si cette origine ne semble plus discutée actuellement, 

il est possible que d'autres structures telles que le réticulum endoplasmique puissent également 

intervenir. Les relations étroites entre les vésicules golgiennes et le réticulum endoplasmique 

d'une part, et la membrane externe de l'enveloppe nucléaire d'autre part, observées chez nos 

deux microsporidies vont dans ce sens, tout comme les observations de DESPORTES (1976) chez 

Sfempellia mutabiiis .VERNICK et Coll. (1977) décrivent l'appareil de Golgi des Microsporidies 

comme un "système complexe de membranes et de produits de sécrétion", pouvant revêtir 

plusieurs aspects : cisternes, vésicules, vacuoles et granules de sécrétion. C'est pourquoi il peut 

apparaître, selon les espèces considérées, des petites différences dans les modalités de 

formation de ce filament polaire, celles-ci ayant été d'ailleurs en grande partie analysées par 

VAVRA (1 976). 

L'élaboration du filament polaire débute, chez Nosema apis comme chez 

Nosemoides vivieri , par la formation du futur sac polaire à partir d'un amas de vésicules 

golgiennes anastomosées en un réseau à mailles denses. Ce sac polaire, situé dans le cytoplasme 

du sporoblaste chez Nosema apis , est toujours proche du noyau et dans une dépression de 

celui-ci chez Nosemoides vivieri (comme chez Nosemoides simocephali , LOU BES et AKBAR1 EH 

1977), ce qui a suggéré à certains auteurs l'idée que ce sac pouvait représenter du matériel 

nucléaire transformé (JENSEN et WELLINGS 1972, LOUBES et Coll. 1979, BATSON 1983). Nos 

observations montrent bien l'origine golgienne du sac polaire et de la totalité du filament polaire 

qui viendra s'ancrer sur ce sac dont la nature polysaccharidique a été démontrée par VAVRA 

(1 972), TAKIZAWA et Coll. (1 975), DESPORTES (1 976). 

Le filament polaire proprement dit tire également son origine d'un amas de 

vésicules golgiennes à contenu dense, et qui s'anastomosent pour constituer un réseau dont les 

mailles, formées de matériel opaque, délimitent des zones claires à texture parfois trés 



Iégérement et finement granulaire. Souvent dans cet amas se trouve une zone où les mailles sont 

mélangées à des petites vésicules à contenu clair. Le filament polaire se différencie et se dégage à 

la périphérie de ce réseau. II est alors constitué de trois zones : un axe central dense situé à 

I'intérieur d'une zone moyenne claire, elle-même entourée d'une zone dense externe limitée par 

une membrane. Selon DESPORTES (1 976) le contenu opaque, de nature protéique ,des vésicules 

donnera l'axe central et la zone externe dense du filament, alors que la zone moyenne 

proviendrait de la matrice plus claire du réseau golgien, matrice de texture filamenteuse et de 

nature probablement polysaccharidique. La formation du filament polaire de Nosema apis 

rappelle celle observée chez Stempellia mutabilis (DESPORTES, 1976)' bien que la texture 

filamenteuse de la zone moyenne ne soit pas aussi évidente que chez cette espéce. II est possible 

de rencontrer plusieurs axes centraux encore group6s à I'intérieur des zones moyenne et 

externe communes. Le filament polaire de Nosema apis est limité par une membrane de type 

unitaire et le probléme est de connaître l'origine de cette membrane : appareil de Golgi ou 

réticulum endoplasmique ou autre origine ? DESPORTES (1976) parle d'une enveloppe 

membranaire constituée à partir soit d'éléments membranaires inclus dans le réseau golgien, 

soit d'expansions de la membrane cytoplasmique du sporoblaste et du cell-coat sus-jacent. Chez 

Nosema apis il est aussi possible de penser à une origine golgienne, notamment à partir des 

élements membranaires des vésicules claires emprisonnées dans les mailles de certaines zones 

du réseau golgien (figs.65, 66). Certaines figures montrent aussi des longs saccules très aplatis 

à contenu dense, dilatés à leurs extrémités et montrant des sections de diamètre inférieur à 

celui du filament, sans axe central mais avec la zone moyenne claire et la zone externe limitée 

par une membrane (figs 69, 70, 71). L'extrémité de ces saccules peut également donner 

naissance à des granules denses de diamètre relativement important. Un Golgi de ce type a 

également été observé chez Hirsutusporos austrosimulii (BATSON 1 983) et Amblyospora 

pinensis (KETTLE et PIPER 1988). D'après WEIDNER (1970) le filament polaire aurait une 



double origine : condensation de matériel dense dans des saccules golgiens et enveloppement de 

celui-ci par du réticulum endoplasmique. Selon YOUSSEF et HAMMOND (1971), il serait 

constitué a la fois par le Golgi et I'ergastoplasme. II faut en effet rappeler que ces deux 

structures, appareil de Golgi et réticulum endoplasmique, sont souvent étroitement intriquées, 

la première étant issue de la seconde, et la limite entre les deux n'etant pas toujours tr6s nette. 

Un fait intéressant à souligner est la présence, en début de sporogenèse, chez 

Nosemoides vivieri comme chez Nosema apis d'une ou plusieurs vacuoles dans le cytoplasme du 

ieune sporoblaste. La plus grande de ces vacuoles est en relation directe soit avec le sac polaire 

(Nasemoides vivieri ), soit avec le filament polaire, à la limite avec le sac polaire, la 

membrane de cette vacuole étant en continuité avec la membrane du sac et du filament polaires 

(Nosema apis). Elles parait se réduire au fur et à mesure que se différencie le filament polaire 

et a disparu lorsque celui-ci est entiérement élaboré. Cette grande vacuole pourrait provenir de 

la fusion de vésicules golgiennes avec les vacuoles observées dans le cytoplasme du sporoblaste 

et dont l'origine semble être le réticulum endoplasmique. Elle correspondrait au "canal 

cytoplasmique" décrit par VAVRA (1965) chez Pleistophora debaisieuxi . Dans ce canal seraient 

"déversés" les contenus denses des vésicules golgiennes anastomosées, contenus qui pourraient 

être a l'origine, selon DESPORTES (1976), du matériel protéique constituant l'axe central et la 

zone dense externe du filament d'une part, et du matériel polysaccharidique de la zone moyenne 

plus claire d'autre part, le tout encerclé par une membrane dérivant de celle du "canal 

cytoplasmique". Ceci paraît également en accord avec ce qui a été observé chez Tuzetia 

debaisieuxi (LOUBES et MAURAND 1976), Nosemoides simocephali (LOUBES et AKBARIEH 

1977), Glugea atherinae (BERREBI 1979), Ameson pulvis (VIVARES et SPRAGUE 1980), 

Glugea truttae (LOUBES et Coll. 1981), Tuzetia boeckella (MILNER et MAYER 1982), Nosema 

manierae (TOGUEBAYE et BOUlX 1 983), Loma diplodae (BEKHTI et BOUlX 1985), 

Amblyospora culicis (TOGUEBAYE et MARCHAND 1986). Dans tous ces exemples en effet, les 



auteurs parlent d'une grande vacuole, la "vacuole commune du filament polaire" qui apparait 

près du complexe golgien, s'allonge, et dans laquelle se différencient les différentes zones du 

filament polaire, à partir du réseau golgien. Chez d'autres espèces I'origine du filament polaire 

peut être Iégèrement différente : ainsi chez Nosema algerae (CANNING et SINDEN 1973) le 

filament se constitue à partir des sécrétions golgiennes et des polyribosomes. Chez Nosema apis 

(YOUSSEF et HAMMOND 1971), l'axe central dense du filament serait issu du réseau golgien 

tandis que le réticulum endoplasmique serait à I'origine des couches externes. Cette 

interprétation Iégèrement différente de la nôtre pourrait être due au fait qu'un certain nombre 

d'étapes intermédiaires, dans la formation du filament polaire, n'ont pas été observées par ces 

auteurs. Chez Nosemoides vivieri nous avions décrit un filament polaire, en cours 

d'élaboration, limité par deux membranes, mais il semble, à la lumière des observations faites 

chez Nosema apis , que la membrane la plus interne n'en soit pas une, mais simplement la 

couche externe dense du filament dont le matériel serait structuré à la façon d'une membrane. 

Un mode un peu particulier de différenciation du filament polaire a été observé 

par DESPORTES et Coll. (1 985) chez Enterocytozoon bieneusi. En effet, dans un même plasmode 

sporogonique, les filaments polaires des futurs sporoblastes se différencient simultanément au 

voisinage des noyaux. Puis lorsque tout l'appareil d'extrusion est formé, les huit sporoblastes 

s'individualisent, comprenant chacun un noyau et un filament polaire complet avec ses annexes. 

II ressort donc de cette étude que le principal ( et primordial) appareil à 

I'origine du filament polaire est le complexe golgien observé sous ses différents aspects 

possibles : cisternes, saccules très aplatis, vésicules, granules de sécrétion (VERNICK et Coll., 

1977). 11 ne faut cependant pas oublier le rôle plus discret du réticulum endoplasmique souvent 

associé à I'appareil de Golgi. Tous les travaux et toutes les hypothèses possibles concernant 

I'origine du filament polaire ont d'ailleurs été analysés par VAVRA (1976). 



Sur les répliques obtenues par cryofracture on retrouve, au niveau de la 

structure du filament polaire en cours de différenciation, les trois zones observées sur coupes 

ultrafines : un axe central (toujours excentré) constitué d'environ une douzaine de particules, 

une zone moyenne claire avec parfois quelques rares particules, et une zone externe ou quelques 

particules sont visibles et limitée par une membrane dont les deux faces de fracture 

complémentaires sont mises en évidence. La face FP (face concave) de la membrane porte peu de 

particules intramembranaires en regard de la face EF (face convexe) où elles sont nombreuses 

et réparties plus ou moins régulièrement sans dessiner de motif particulier. Ces observations 

corroborent celles de VAVRA et Coll., (1982). Cependant parmi les espèces étudiées par ces 

auteurs, seule la membrane du filament polaire de Tuzetia sp. porte, sur sa face EF de 

nombreuses PIM, comme chez Nosema @S. Chez les autres espèces, Amblyospora bracteta, A. 

varians et A. opacita, les deux faces EF et PF de cette membrane ne portent que trés peu de 

PIM. La technique de la cryofracture a été trés peu utilisée pour i'étude des microsporidies et 

seule une série d'articles avait été publiée par LIU (1972, 1973, 1975), LIU et DAVIES 

(1972, 1973)' LIU et LIU (1974) et LIU et Coll. (1971), mais ces travaux ayant été effectués 

sur du matériel non fixé, la résolution est moins bonne que sur le matériel fixé (VAVRA et Coll., 

1986). Chez Thelohania bracteata LIU et DAVIES (1972, 1973) observent, dans une zone du 

cytoplasme du sporoblaste, une concentration en réticulum endoplasmique de type vésiculaire 

correspondant manifestement à l'amas de vésicules golgiennes à l'origine du filament polaire. 

Celui-ci est décrit comme enveloppé dans une double membrane, bien que les 

microphotographies présentées ne paraissent en montrer qu'une seule. II semble que ces auteurs 

considérent comme double membrane les deux faces de fracture EF et PF d'une seule et même 

membrane. Ces deux faces portent de nombreuses particules intramembranaires plus ou moins 

disposées suivant un réseau, à la manière des mailles d'un filet. Le coeur du filament présente 

une structure tubulaire constituée de sous-unités ou "microcylindres" rangés selon une 



symétrie radiaire d'ordre douze. Ces "microcylindres" pourraient correspondre aux particules 

observées au niveau de I'axe central du filament polaire de Nosema apis . CANNING et NICHOLAS 

(1974) ont observé, sur coupes ultrafines, un anneau de dix-huit sous-unités à l'intérieur du 

filament polaire. A un stade plus avancé (sporoblaste Agé), cet axe central est beaucoup moins 

visible et les particules paraissent occuper tout le volume du filament limité par la membrane. 

La structure tubulaire du filament polaire des microsporidies avait déjà été envisagée par 

KRAMER (1960) et LOM et VAVRA (1963), hypothèse reprise par VAVRA (1976). LIU (1973) 

décrit, chez Nosema apis , un filament polaire limité par une membrane dont la face convexe (= 

face EF ?) porte moins de particules que la face concave (= face PF?), ce qui paraît être le 

contraire de nos propres observations chez cette même espéce. 

b) Le polaroplaste 

Le polaroplaste apparait en fin de différenciation du filament polaire dans la 

partie antérieure de la spore, immédiatement sous le sac polaire, et ou il pourra occuper 

jusqu'à un tiers du volume total de la spore (VAVRA 1976). 11 est constitué par un empilement 

serré de lamelles très aplaties et disposées autour de la partie basale du filament polaire. II 

prend la forme d'une ombrelle ou d'une sorte de cloche, coiffée par le sac polaire, dont la cavité 

restreinte est traversée par la partie basale rectiligne du filament. Ces lamelles semblent 

provenir de cisternes, saccules et vésicules probablement issus du réticulum endoplasmique. 

Une telle origine du polaroplaste a également été observée chez Mrazekia brevicauda (GOTZ, 

1981). Sous ce polaroplaste lamellaire se trouve un polaroplaste vésiculaire, trés peu 

développé chez Nosema apis, constitué de petites vésicules issues des extremités légèrement 

dilatées des lamelles du polaroplaste lamellaire. Cette partie vésiculaire du polaroplaste n'est 

pratiquement plus visible dans la spore mature. Chez Nosema couilloudi et Nosema nisotrae 

(TOGUEBAYE et MARCHAND, 1984, 1989), le polaroplaste apparaît uniquement lamellaire. Le 



polaroplaste peut parfois revêtir des aspects assez particuliers. Ainsi chez Episeptum inversum 

(URSON 1986), la partie antérieure est constituée de lamelles lâches disposées comme les 

pétales d'une fleur autour du filament polaire, la partie postérieure étant constituée de lamelles 

plus serrées. Les lamelles postérieures du polaropalste de Glugea americanus (TAKVORIAN et 

CALI 1986) paraissent en continuité avec des structures tubulaires, figurant le reste des 

structures golgiennes, attachées au filament polaire. Chez Culicospora magna (BECNEL et Coll. 

1987) le polaroplaste occupe les deux tiers antérieurs de la spore et est constitué de grandes 

vésicules séparées par des septa disposés de façon hélicoïdale. Celui de Duboscqia aediphaga 

(KETTLE et PIPER 1988) comprend trois parties : une partie antérieure à lamelles dilatées et 

une partie postérieure à lamelles étroites et serrées, séparées par une zone intermédiaire 

vésiculaire. Chez Edharzia aedis (BECNEL et Coll., 1989), il est compartimenté en plusieurs 

grandes chambres de taille uniforme. Selon VAVRA (1976), le polaroplaste peut provenir soit 

du réticulum endoplasmique, soit de l'appareil de Golgi, soit des deux à la fois. Pour TOGUEBAYE 

et MARCHAND (1 984, 1986), l'élaboration du polaroplaste de Unikaryon mattei et 

Amblyospora culicis débute par la formation d'une masse de matériel amorphe opaque aux 

électrons, dans laquelle se différencieraient des membranes réalisant des saccules parall6les 

disposés autour du filament. 

La cryofracture montre parfaitement bien que les lamelles du polaroplaste 

lamellaire sont des membranes dont la face de fracture PF porte nettement plus de particules 

intramembranaires que la face EF. LIU (1973) remarque également , lors de la formation de la 

spore de Nosema apis des lamelles étroitement empilées dont la face concave (= face PF ?) est 

granulaire, tandis que dans la spore mature (LIU 1973) il observe un polaroplaste lamellaire 

feuilleté, constitué de lamelles très serrees dont la face convexe (= face EF ?) est granulaire. 

Les deux faces PF et EF des lamelles seraient donc également granulaires, Fauteur ne précisant 

toutefois pas s'il existe une différence de densite des PIM entre les deux faces. Chez Thelohania 



bracieata (LIU et DAVIES, 1972) le polaroplaste apparait trbs feuilleté et les surfaces des 

lamelles empilées sont lisses. II semblerait que dans ce cas, les surfaces lisses observées 

représentent les vraies surfaces des membranes et non les faces fracturées. 

Le rôle du polaroplaste est encore mal connu et plusieurs hypothèses ont été 

émises. Selon VAVRA (1976), dans la spore activée, le polaroplaste gonfle et augmente de 

volume, élevant ainsi la pression intrasporale, ce qui pourrait déclencher le processus 

d'extrusion du filament polaire. Cependant le devenir des lamelles est très discuté. WEIDNER 

(1972) pense que le polaroplaste d'Ameson michaelis est constitué d'une membrane plissée en 

accordéon et continue avec la membrane limitante du filament polaire ; cette membrane serait 

incorporée dans le tube polaire en cours d'extrusion, contribuant à son élongation. Cependant 

ANDREADIS et HALL (1979), AVERY et ANTHONY (1983) montrent que, pendant I'extrusion du 

filament polaire, le polaroplaste reste dans la spore. WEIDNER (1976) avait aussi observé 

que, toujours après I'extrusion du filament, sa propre membrane était restée dans la spore 

vide, mais il ne parle pas du polaroplaste. Plus tard, WEIDNER et Coll. (1984) puis 

SCARBOROUGH-BULL et WEIDNER (1 985) indiquent que, chez Glugea hertwigi et Spraguea 

lophii , la membrane du polaroplaste est expulsée en même temps que le sporoplasme et 

participe à la formation de la nouvelle membrane de ce dernier, la membrane plasmique de la 

spore restant à l'intérieur de celle-ci. Chez Nosema couilloudi , TOGUEBAYE et MARCHAND 

(1987) montrent que, dans le cas d'une émergence intracellulaire du sporoplasme, le 

polaroplaste est expulsé hors de la spore, immédiatement apres l'extrusion du filament polaire 

et avant l'expulsion du sporoplasme qui sortira alors limité par sa propre membrane 

plasmique. Les restes membranaires retrouvés dans la spore vide, seraient alors constitués par 

la membrane de la vacuole postérieure et une partie de la membrane plasmique sporale. 



c) la paroi 

La paroi des sporoblastes est constituée de la membrane plasmique et de la 

couche externe de matériel dense, apparemment sans sous-structure, déjà observée chez les 

sporontes. Cette couche sera à l'origine de I'exospore de la future spore. 

En ctyofracture cette couche apparait de texture granulo-fibrillaire. LIU 

(1973) avait simplement signalé que la paroi du sporoblaste de Nosema apis montrait une 

structure comprenant des unités granulaires. Sous cette couche se trouve la membrane 

plasmique, dont une des caractéristiques intéressantes consiste en l'évolution de la densité des 

particules intramembranaires au cours de la sporogenèse. En début de différenciation 

sporoblastique la densité des PIM, sur les deux faces de fracture EF et PF, est élevée et plus 

importante sur la face EF que sur la face PF. Ces PIM, régulièrement réparties sur la face EF, 

paraissent vaguement disposées en réseau, à la manière des mailles d'un filet, sur la face PF. 

Puis en fin de sporogenése la densité de ces PIM diminue fortement sur les deux faces pour 

devenir très faible chez les sporoblastes âgés. Toujours chez Nosema apis , LIU (1973) ne 

remarque que des particules fortement agrégées sur la membrane fracturée. II semble donc que 

la densité de ces PIM soit liée à l'activité physiologique de la cellule microsporidienne. Pendant 

la sporogenèse, la différenciation des organites de la future spore est le reflet d'une activité 

importante qui ralentit nettement une fois celle-ci terminée. Cette activité nécessitant beaucoup 

d'énergie, LIU (1973) émet l'hypothèse selon laquelle les PIM observées dans la membrane, et 

sensées représenter des unités enzymatiques (STAEHLIN, 1970), pourraient constituer le 

support des enzymes participant aux oxydations biologiques. Chez les bactéries où les 

mitochondries sont également absentes, ces enzymes sont localisées dans la membrane plasmique 

(CARPENTER, 1967). WEIDNER et TRAGER (1973) montrent le rôle important de I'ATP dans la 

survie extracellulaire des sporoplasmes de Nosema michaelis et pensent que les 

microsporidies pourraient utiliser une source externe d'ATP, hypothése étayée par le fait que 



ces parasites, dépourvus de mitochondries, ont souvent été observés, pendant leur phase de 

croissance, entourés de mitochondries du cytoplasme-hôte (YOUSSEF et HAMMOND 1971, 

DESPORTES 1976). Pendant cette phase de croissance, I'ATP ne pourrait-il pas alors être 

stocké dans la membrane plasmique, pour être utilisé au fur et a mesure des besoins pendant la 

sporogenèse ? 

5) la spore 

La spore constitue l'ultime étape du développement des microsporidies. Elle est 

le résultat de la sporogenèse qui se termine par la différenciation de la paroi sporale et plus 

particulièrement de I'endospore. Elle constitue le support du germe infectieux ou sporoplasme 

avec son systéme d'infestation (filament polaire) d'une part, et une forme de résistance et de 

propagation avec sa paroi sporale épaisse protégeant le sporoplasrne contre toute attaque 

extérieure d'autre part.Elle &agira cependant aux stimulis qui déclencheront le processus 

d'extrusion du filament polaire permettant la pénétration du sporoplasme dans une nouvelle 

cellule-hôte. 

a) Le filament polaire 

Dans la spore, le filament polaire est ancre, par son extrémité basale, sur le 

sac polaire situé au pôle apical . Puis il traverse, en une portion rectiligne, le polaroplaste 

lamellaire, pour s'enrouler en une double spirale à la périphérie des deux tiers postérieurs de 

la spore. Ce filament, de type isofilaire, est limité par une membrane enveloppant une 

structure compacte qui, en coupe transversale, présente plusieurs sous-couches concentriques 

dont le nombre peut varier suivant les espèces, mais aussi suivant la résolution obtenue sur les 

préparations. En coupe longitudinale, ces différentes couches paraissent beaucoup moins 

visibles. La partie basale rectiligne du filament polaire constitue l'équivalent du manubrium des 

spores des microsporidies a manubrium telles que les Metchnikovellidae (VIVIER 1975) : 



Metchnikovella hovassei (VIVIER et SCHREVEL 1 973), Metchnikovella wohlfarthi 

(HILDEBRAND et VIVIER 1971), Amphiamblys laubieri (DESPORTES et THEODORIDES 1979), 

ou les Mraze kiidae : Mrazekia lumbriculi (DE PUYTORAC, 1961, 1962), Mrazekia 

brevicauda (GOTZ 1981). L'enroulement du filament semble se faire au fur et à mesure de sa 

formation à la périphérie du réseau golgien. II n'y a donc pas d'enroulement initial de I'axe 

central du filament à I'intérieur de la vacuole du filament polaire, tel que cela a été signalé chez 

certaines espèces par BERREBI (1978, 1979), MILNER et MAYER (1982), TOGUEBAYE et 

MARCHAND (1986). Toutes les études faites au microscope électronique à transmission ont 

montré que le filament polaire est constitué de plusieurs couches concentriques trés bien 

analysées par VAVRA (1976). D'après cet auteur, il est généralement admis que le filament 

polaire est une structure complexe dans laquelle se trouvent deux tubes emboîtés l'un dans 

l'autre. Le tube externe pourrait correspondre à la zone externe du filament observée lors de sa 

différenciation, et I'axe central au tube interne dont la lumière contient du matériel dense. Le 

problème, toujours selon VAVRA (1976), est de connaître la structure du tube interne et du 

matériel présent entre les deux tubes. WEIDNER (1972), dans un premier temps, pense que la 

matrice du filament est glycoprotéique et que cette substance entoure le filament polaire, après 

extrusion, en une sorte d'enveloppe. Puis WEIDNER (1976, 1982) montre que le filament 

polaire, aprés dévagination (= tube polaire), est composé d'une protéine, la protéine du tube 

polaire, constituée d'un simple polypeptide de bas poids moléculaire. Cette protéine est 

également la principale composante du filament polaire à l'intérieur de la spore. Au tout début 

de l'extrusion, le filament se différencie en un tube polaire, au niveau de son extrémité basale, 

là où il est amarré sur le sac polaire. La protéine du filament polaire, en s'écoulant hors de la 

spore, s'assemble en un tube dont la paroi est constituée par une couche protéique. Certains 

facteurs, comme un changement de pH ou le calcium, peuvent modifier son comportement 

(WEIDNER 1976, WEIDNER et BYRD 1982). La membrane limitant le filament dans la spore, 



qui était considérée comme partie intégrante du tube polaire , reste en fait dans la spore 

(WEIDNER 1976). Ce tube polaire, qui présente une certaine élasticité pendant le passage du 

sporoplasme, doit être complètement forme avant que n'y passe le sporoplasme. Ce passage ne 

pourra s'effectuer que si le milieu environnant est hypoosmotique et s'il présente une certaine 

consistance (WEIDNER 1976). Selon TOGUEBAYE et MARCHAND (1 987), lors de l'extrusion du 

filament polaire de Nosema couilloudi à l'intérieur même d'une cellule-hôte, ce filament ne 

jouerait qu'un rôle restreint limité à la formation, au pôle apical de la spore, d'une ouverture 

dans la paroi sporale. En effet le tube polaire, aussitôt constitué, se désagrège rapidement et ne 

sert donc pas au passage du sporoplasme qui est alors directement libéré dans le cytoplasme de 

la cellule-hôte. Cette désagrégation pourrait s'expliquer par le fait que, à l'intérieur de la 

cellule-hôte, les facteurs du milieu environnant qui influencent la stabilitb du tube polaire ne 

sont pas les mêmes que ceux rencontrés dans un milieu exterieur approprié tel que la lumière 

intestinale de l'individu-hôte. 

En cryofracture nous n'avons jamais pu observer la structure du filament 

polaire de Nosema apis , les fractures effectuées n'affectant que la paroi de la spore. 

b) La paroi sporale 

La paroi de la spore des microsporidies est formée, selon VAVRA (1976), de 

trois parties : la membrane plasmique, I'endospore et I'exospore, parfaitement observées chez 

Nosemoides vivieri et Nosema apis . Si les deux premiéres composantes présentent une 

structure identique à celle décrite par HUGER (1960) et retrouvée chez toutes les autres 

espèces étudiées jusqu'ici, la structure de la troisième composante ou exospore parait plus 

variable. 

. La membrane plasmique 

Observé sur coupes ultrafines et sur répliques obtenues par cryofracture, le 

plasmalemme représente une membrane cellulaire typique. Chez Nosema apis , les faces de 



fractures portent des particules intramembranaires dont le nombre varierait en fonction de 

I'âge de la spore. En effet, en fin de sporogenèse, les faces PF et EF de la membrane du 

sporoblaste portaient très peu de PIM. Puis la densité de celles-ci parait augmenter 

considérablement au début de la formation de I'endospore, ce qui traduirait une nouvelle et 

importante activité de la membrane à cette période, dont on pourrait penser qu'elle est liée, 

directement ou indirectement, à la formation de I'endospore. Dans cette hypothèse, la logique 

voudrait que, I'endospore une fois différenciée, l'activité physiologique au niveau de la 

membrane ralentisse et que la densité des PIM diminue à nouveau. C'est ce qui semble se passer, 

bien qu'il soit difficile, à la vue d'une paroi sporale fracturée, de déterminer I'âge de la spore ou 

de savoir, si au moment de la fracture nous étions en début, pendant ou en fin de différenciation 

de I'endospore. Une étude plus précise de ce phénomène serait donc nécessaire, de même qu'une 

étude de la membrane pendant l'activation de la spore avant l'extrusion du filament polaire. 

Chez Thelohania bracteata LIU et Coll. (1971) puis LIU et DAVIES (1972, 

1973) observent, sur les faces concave (EF) et convexe (PF) de la membrane fracturée de la 

spore, de nombreuses particules parfois disposées en une sorte de réseau. Parmi ces PIM ils 

remarquent également sur la face concave (EF) des sortes de "pustules" et sur la face convexe 

(PF) des petites dépressions, qui pourraient constituer un "système antidérapant" empêchant le 

contenu de la spore de tournoyer dans la spore, au moment de l'activation et de I'extrusion du 

filament polaire. Mais selon VAVRA et Coll. (1986), ce "système" pourrait être dû à un artéfact. 

Chez Nosema apis , LIU (1973) décrit une membrane plasmique dont la face convexe (PF) porte 

de nombreuses PIM alors que la face concave (EF), également granulaire, comporte des 

"particules" de taille plus grande. Puis LIU (1975), toujours chez Nosema apis , observe de 

nombreuses PIM sur la face convexe (PF) de la membrane d'une jeune spore, alors que cette 

même face, chez une spore mature apparaît relativement lisse avec peu de PIM ; cependant la 



face concave (EF) porte ces sortes de "pustules" déjà remarquées chez Thelohania bracteata et 

qui pourraient être la conséquence d'un artéfact (VAVRA et Coll. 1986). 

. L'endospore 

La differenciation de I'endospore marque le passage du stade sporoblaste âgé au 

stade jeune spore, et semble indiquer la fin de la sporogenèse. Cendospore est une couche 

transparente, trois à quatre fois plus épaisse que I'exospore chez Nosema apis . Elle s'amincit 

fortement au pôle apical de la spore, là où se pratiquera l'ouverture permettant l'extrusion du 

filament polaire. La limite exospore-endospore est toujours marquée par l'existence d'une 

petite zone de matériel floconneux moins dense que celui constituant I'exospore. Dans 

I'endospore ce matériel floconneux peut parfois constituer des minces travées reliant la 

membrane plasmique à I'exospore. En raison de sa transparence certains auteurs ont cru voir, 

au niveau de cette endospore, un simple espace clair artificiel enveloppant la spore (MILNER 

1972). De même LIU et DAVIES (1972) chez Thelohania bracteata et LIU (1973) chez Nosema 

apis suggèrent l'idée que cet espace clair pourrait résulter d'un phénomène de rétraction dû à la 

fixation chimique. Mais depuis VAVRA (1968, 1976) il est unanimement reconnu que cette 

couche transparente fait intégralement partie de la paroi sporale. Selon VAVRA (1967, 1968, 

1971, 1976), le principal constituant de cette endospore est la chitine qui se présente comme 

un complexe protéino-chitineux. DESPORTES (1 976) puis TOGUEBAYE et MARCHAND (1 986), 

pensent que cette couche exsudée dans une zone de rétraction formée en fin de sporogenèse, 

serait d'origine endogène. Selon LIU et DAVIES (1972), les saccules dilatés à surface lisse, 

observés dans le cytoplasme des sporoblastes et issus du réticulum endoplasmique, joueraient 

un rôle dans la formation de l'enveloppe sporale. 

En cryofracture nous avons retrouvé, au niveau de I'endospore, une zone vide 

et transparente dans laquelle on peut observer quelques particules et parfois des vésicules 

d'origine inconnue. Ces particules pourraient correspondre au matériel floconneux observé à la 



limite endo-exospore, mais aussi à celui des travées reliant la membrane plasmique à la couche 

externe. L'endospore de Nosema apis ne présente jamais, en cryofracture, une texture 

fibrillaire. LIU et DAVIES (1973) décrivent la paroi de la spore de Thelohania bracteata comme 

étant formée de nombreuses microfibres emballées dans une matrice hpaisse, sans toutefois 

pouvoir différencier I'endospore de I'exospore. Cependant VAVRA (1976) signale que les 

microphotographies présentées par ces auteurs montrent une couche fibrillaire dont l'épaisseur 

est comparable à celle de I'endospore observée sur coupes ultrafines (LIU et DAVIES 1972). 

Mais si cette couche correspond effectivement à I'endospore, sa structure fibrillaire, bien 

matérialisée en cryofracture, devrait l'être tout autant sur coupes ultrafines. De même dans la 

paroi de la spore de Nosema apis LIU (1975) ne distingue pas d'endospore mais remarque une 

matrice constituée de nombreuses microfibres fracturées longitudinalement et 

transversalement, qui ressemblent à celles observées dans I'endocuticule abdominale des 

abeilles parasitées. Si I'endospore est réellement fibrillaire, pourquoi ne retrouve-t-on pas 

ces microfibrilles sur coupes ultrafines ? Le principal probléme est alors de connaître l'âge 

exact des stades étudiés et le moment précis du cycle où cette endospore se différencie. N'est-il 

pas possible que, sur tous les stades observés par ces auteurs, I'endospore ne soit pas encore 

formée, et la paroi ne comprendrait alors que la seule exospore dans laquelle deux sous-couches 

pourraient être distinguées. Chez Nosema apis , deux sous-couches peuvent parfois être 

observées au niveau de I'exospore (fig.125) de certaines spores. Cendospore de Nosema apis 

apparait transparente aussi bien sur coupes ultrafines que sur répliques obtenues par 

cryofracture. Alors ne peut-on imaginer que cette composante puisse être constituée de chitine 

colloïdale (donc amorphe et sans sous-structure) non associée à des protéines. En effet 

MAUCHAMP et SCHREVEL (1977) ont montré l'existence d'une telle chitine au niveau des 

disques alaires de la chenille du Iépidoptére Pieris brassicae . II est également possible aussi 

que cette chitine puisse revêtir des aspects différents d'une espèce à l'autre. 



. L'exospore 

L'exospore est issue du matériel dense qui se dépose sur la membrane 

plasmique du sporonte, dépôt qui représente la premiére manifestation visible de la 

différenciation sporoblastique. Chez les sporoblastes âgBs, en fin de sporogenése, cette couche se 

décolle de la membrane plasmique, à l'instant ou se forme I'endospore, pour constituer 

I'exospore proprement dite. L'épaisseur de celle-ci est variable d'une espéce à l'autre et peut 

même ne pas être uniforme autour d'une même spore, comme chez Amblyospora sp. 

(ANDREADIS et HALL 1979). Chez Nosema apis elle est relativement mince, par rapport à 

l'épaisseur de I'endospore, et présente un aspect homogh~e, sans sous-structure apparente, 

comme chez la plupart des Nosema . Cependant TOGUEBAYE et BOUlX (1989) décrivent, chez 

Nosema galerucellae , une exospore formée de plusieurs couches. Chez d'autres microsporidies 

l'exospore parait également stratifiée et comporte plusieurs sous-couches comme chez 

Thelohania maenadis (VIVARES 1980), Thelohania capillata, Thelohania corethrae et 

Episeptum inversum (LARSSON 1983, 1986). Amblyospora culicis (TOGUEBAYE et 

MARCHAND 1 986), Duboscqia aediphaga et Amblyospora pinensis (KETTLE et PIPER 1988). 

L'exospore de Nosema apis apparait relativement lisse ou Iégérement rugueuse, mais ne 

présente jamais d'ornementations comme chez Spraguea lophii (LOUBES et Coll. 1979) ou 

Glugea americanus (TAKVORIAN et CALI 1986). VAVRA (1976), signale la présence de certains 

appendices aux pôles des spores dans les genres Caudospora, Weiseria, Mrazekia . CODREANU et 

Coll. (1974) avaient aussi remarqué trois appendices tubulaires au pôle basal de la spore 

d'orthothelohania sp. . D'autres appendices peuvent également être observés, au niveau de 

l'exospore de certaines microsporidies, sous forme soit de longs et fins filaments (VIVARES 

1978, 1980), soit de filaments fins et de filaments larges (BATSON 1983), soit de formations 

microtubulaires comme chez Ameson michaelis (SPRAGUE et Coll. 1968, WEIDNER 1970) dont 

la structure a ét6 précisée par DWYER et WEIDNER (1973), soit de formations tubulaires 



comme chez Tuzetia debaisieuxi (VAVRA 1965, 1976; LOUBES et MAURAND 1976). Ces 

appendices se rencontrant plus fréquemment chez les espèces parasites d'animaux aquatiques, 

ils pourraient jouer un rôle important dans la flottaison des spores (VAVRA, 1963 1976) ou 

permettre de fixer celles-ci à un substrat ou aux particules flottantes (OVERSTREET et 

WEIDNER 1974). 

En cryofracture, I'exospore de Nosema apis présente une texture 

granulofibrillaire comme cela a également été observé par LIU et DAVIES (1973), VAVRA et 

Coli. (1982, 1986). Chez les spores matures il est possible de distinguer deux sous-couches 

dans cette exospore : une sous-couche externe de texture plutôt granulaire et une sous-couche 

interne de texture plutôt fibrillaire (fig.125). Chez Thelohania bracteata (LIU et DAVIES 

1973) montrent une paroi sporale dans laquelle deux sous-couches sont également visibles, et 

la plus interne pourrait correspondre, selon VAVRA et Coll. (1986), à I'endospore. Chez 

Amblyospora opacita , VAVRA et Coll. (1986) décrivent également une paroi avec deux couches 

de texture différente : I'exospore externe et I'endospore interne. Mais la question de savoir si 

cette couche interne représente vraiment I'endospore, reste posée. Chez Nosema apis , si deux 

sous-couches peuvent être visibles au niveau de I'exospore, I'endospore reste toujours aussi 

transparente. 

II est généralement reconnu que I'exospore est de nature protéique (VAVRA 

1976). Selon VAVRA (1968), elle est dissoute par les alcalis puissants. WEIDNER (1976) 

indique que la paroi de la spore de Nosema michaelis résiste, comme la paroi interne du 

filament polaire, à un traitement à l'acide sulfurique; les images présentées suggèrent 

d'ailleurs que cette partie résistante pourrait correspondre à I'exospore. Celle-ci pourrait donc 

constituer la partie la plus résistante et la plus coriace de la paroi sporale. 



RESUME et CONCLUSION 



Les microsporidies Nosemoides vivieri et Nosema apis sont des parasites 

intracellulaires dont tous les stades du cycle sont en contact direct avec le cytoplasme de la 

cellule-hôte, et à ce titre, font partie des microsporidies apansporoblastiques considérées, d'un 

point de vue phylogénétique, comme plus évoluées que les microsporidies pansporoblastiques 

(MAURAND 1973, LOUBES 1979). L'intérêt systématique de l'existence ou non d'un 

pansporoblaste ou vésicule sporophorique a d'ailleurs été démontré par TUZET et Coll. (1971), 

SPRAGUE (1 972, 1977, 1982), WEISER (1 977, 1985), LARSSON (1 986). 

Ces deux parasites présentent le cycle classique des microsporidies (VAVRA 

1976, VIVIER 1979) avec l'alternance des deux phases caractéristiques que sont la mérogonie 

ou phase végétative et la sporogonie ou sporogenèse. Cependant deux caractères principaux 

différencient ces deux espèces : 

- Nosema apis apparait toujours sous l'état diplocaryotique, c'est à dire que 

tous les stades du cycle présentent toujours un appareil nucléaire constitué de deux noyaux 

accolés en un diplocaryon, alors que Nosemoides vivieri est toujours monocaryotique. 

- La sporogonie est de type disporé chez Nosema apis (chaque sporonte se 

divisant en deux sporoblastes) et du type polysporé chez Nosemoides vivieri (chaque sporonte 

produisant plusieurs sporoblastes plus ou moins disposés en rosette). Dans les deux cas, chaque 

sporoblaste évolue directement en une seule spore. 

En ce qui concerne la structure fine des différents stades de développement, il 

semble exister peu de différences entre ces deux parasites, hormis la présence d'un diplocaryon 

pour l'un et d'un simple noyau pour l'autre. 

La phase végétative ou mérogonie est représentée par des cellules classiques, 

les mérontes, limités par une simple membrane plasmique et principalement caractérisés par 

l'absence de mitochondries et de grains de réserves. Le nombre de générations mérogoniques 

n'est pas bien connu. Au cours de la division du noyau il y a persistance de l'enveloppe nucléaire 



et la caryocinèse est une cryptomitose à formations polaires extranucléaires. Le diplocaryon de 

Nosema apis est constitué par la juxtaposition de deux noyaux sans qu'il y ait fusion d'une ou des 

deux membranes nucléaires au niveau de la zone d'accotement. Cependant la densité des 

particules intramembranaires, observée en cryofracture à cet endroit, est plus élevée que sur 

le reste des membranes nucléaires des deux noyaux, ce qui semble suggérer une activit6 plus 

intense à ce niveau et pourquoi pas l'échange d'informations ou même de matériel entre les deux 

noyaux. 

Les mérontes de la dernière génération, parfois appelés présporontes par 

certains auteurs, évoluent en sporontes qui constituent le point de départ de la deuxième phase 

du cycle, la sporogonie. La structure des jeunes sporontes est identique à celle des mérontes, si 

ce n'est le dépôt d'une couche, d'abord discontinue puis continue ensuite, de matériel dense sur la 

face externe de la membrane plasmique. Ce phénomène marque la première manifestation 

visible de la sporogenèse. De chaque sporonte seront issus plusieurs (Nosemoides vivieri) ou 

deux (Nosema apis) sporoblastes. La caryocinése précédant toujours la cytodiérèse, des stades 

plasrnodiaux transitoires sont fréquemment rencontrés. 

Chaque sporoblaste évolue en une seule spore et constitue un remarquable 

exemple de différenciation cellulaire avec I'organitogenèse des différentes structures de la 

spore. Au cours de ce stade va s'élaborer tout le système d'extrusion, c'est à dire le filament 

polaire et ses annexes (polaroplaste et vacuole postérieure) qui permettra, après activation de 

la spore, "d'inoculer" le sporoplasme dans une nouvelle cellule-hôte. Le sporoblaste est donc le 

siège d'une très grande activité de la part de l'appareil de golgi, du réticulum endoplasmique 

mais également de la membrane plasmique. Le filament polaire sera constitué de deux parties : 

une partie basale rectiligne venant se fixer sur une structure particulière, le sac polaire situé 

au pôle apical de la spore, et une partie distale, beaucoup plus longue, enroulée en spirale sous 

la paroi de la spore. II tire principalement son origine de l'intense activité de nombreuses 



vésicules golgiennes. Son élaboration débute par la formation du sac polaire par coalescence de 

vésicules golgiennes et fusion de vésicules issues du réticulum endoplasmique. Ce sac polaire, en 

début de formation, est toujours situé dans une dépression du noyau chez Nosemoïies vivieri ou 

ailleurs dans le cytoplasme chez Nosema apis , avant de gagner le pôle apical de la spore. Puis 

une vacuole en relation avec le sac polaire ou la base du filament, se forme à partir du 

réticulum endoplasmique mais aussi par coalescence des vésicules golgiennes. Dans cette 

"vacuole du filament polaire" (LOUBES et MAURAND 1976) qui correspond au "canal 

cytoplasmique" de VAVRA (1965), vont se différencier les éléments internes du filament 

polaire, à partir du contenu des vésicules golgiennes organisé en un réseau dense, éléments qui 

seront limités par une membrane correspondant à la membrane de la vacuole. Le filament, 

limité par une membrane, est alors constitué de trois zones : un axe central et une zone externe 

denses probablement de nature protéique, séparés par une zone moyenne claire de nature 

polysaccharidique (DESPORTES 1976). Ces trois zones correspondent parfaitement à celles 

observées sur les répliques obtenues par cryofracture. Le polaroplaste lamellaire se 

différencie, en fin de transformation sporoblastique, à partir de saccules et vésicules issus du 

réticulum endoplasrnique qui viennent se placer sous le sac polaire, entourant la partie basale 

rectiligne du filament. La vacuole postérieure reste l'organite le plus énigmatique : son origine, 

son rôle, est-elle en relation ou non avec l'extrémité distale du filament polaire, sont des 

questions non élucidées à ce jour. 

Tout au long de ce stade la membrane plasmique montre également une activité 

importante au vu de la forte densité des particules intramembranaires observées sur ses deux 

faces de fracture. Chez les sporoblastes âgés, lorsque le filament polaire et ses annexes sont 

différenciés, cette densité chute considérablement, puis remontera sensiblement lors de la 

formation de I'endospore. La membrane plasmique est recouverte d'une couche de matériel dense 

qui s'opacifie de plus en plus et qui sera à l'origine de I'exospore de la future paroi sporale. 



Cette couche dense doit vraisemblablement constituer une barrière de plus en plus 

infranchissable entre le parasite et le cytoplasme de la cellule-hôte, et les échanges deviennent 

de moins en moins possibles. D'autre part toute cette organitogenése doit nécessiter une 

importante quantité d'énergie et chez ces organismes les mitochondries et les réserves sont 

absentes. Cette énergie est-elle stockée au cours de la phase végétative et alors sous quelle 

forme ? 

La spore constitue l'ultime étape du développement des microsporidies. Elle 

acquiert sa structure définitive dés la formation de I'endospore, qui est accompagnée d'une 

certaine compression du contenu cellulaire avec densification du cytoplasme. Le filament 

polaire, toujours enveloppé d'une membrane, présente une structure complexe où plusieurs 

couches concentriques sont visibles. Le polaroplaste prend un aspect feuilleté et paraît 

constituer une structure relativement rigide par compression des saccules en lamelles trés 

serrées. La paroi sporale est constituée de trois parties : la membrane plasmique, I'endospore de 

nature chitineuse et I'exospore de nature protéique. Cette paroi forme une enveloppe trés 

résistante avec une endospore insoluble par les alcalis (VAVRA 1968) et une exospore résistant 

à l'action des acides (WEIDNER 1976). L'origine exacte et le mécanisme de formation de ces 

deux composantes sont inconnus. Cette origine semble endogéne pour I'endospore, puisqu'elle se 

différencie entre la membrane plasmique et I'exospore par une sorte d'exsudation ; quant à 

I'exospore, elle pourrait également être endogéne, mais aussi exogène, à partir de matériel du 

cytoplasme de la cellule-hôte; s'il s'agit alors d'une espéce de réaction parasitaire, pourquoi 

avoir attendu le stade sporonte pour réagir, à moins que cela ne constitue la deuxième phase d'un 

processus complexe et inconnu ayant débuté par l'encerclement des mérontes par le réticulum 

endoplasmique-hôte. En cryofracture, la densité des particules intramembranaires de la 

membrane plasmique augmente sensiblement au moment de la formation de I'endospore, puis 

diminue à nouveau chez les spores matures, mais cela demande confirmation. L'endospore 



apparaît, comme sur les coupes ultrafines, pratiquement transparente et amorphe, ce qui serait 

original par rapport à l'aspect de celle des quelques autres microsporidies étudiées par la même 

technique. Cependant une étude complémentaire est nécessaire avant de pouvoir porter un 

jugement définitif. Enfin I'exospore présente une texture granulo-fibrillaire dans laquelle il 

est parfois possible, chez les spores âgées, de distinguer deux sous-couches : l'une interne 

plutôt fibrillaire et l'autre externe à dominante granulaire. 

Ce travail devrait donc contribuer à une meilleure connaissance du monde des 

Microsporidies, et si la structure de ces parasites commence à être bien établie et que leur 

dépendance vis à vis de la cellule parasitée ne fait pas de doute, les problèmes liés à leur 

physiologie cellulaire sont nombreux : comment fonctionnent ces organismes, d'où tirent-ils 

l'énergie dont ils ont besoin, quelle est la nature des échanges hôte-parasite ? Ce sont là autant 

de questions qui restent à résoudre. 
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Les microsporidies Nosemoides vivien' et Nosema apis sont des protozoaires parasites 

a~ellulalres obligatoires, dont tous les stades du cycle sonf en contact direct avec le cytoplasme 

de la cellule-hbte. Ce cycle est caractéris6 par l'alternance de deux phases : une phase végetative 

(ou m6rogonle) A structure cellulaire non spécialisée pendant laquelle le parasite croît et se 

multiplie activement, et une phase sporogonique (ou sporogonie) aboutissant à la formation de la 

spore qui montre une structure complexe hautement différenciée. En effet celle-ci contient le 

germe infectieux ou sporoplasme, mais aussi tout l'appareil necessaire B son inoculation dans 

cellule-hôte. 

L'étude ultrastructurale des différents stades du cycle : merontes, sporontes, 

sporoblastes et spores montre le r61e primordial des vésicules golgiennes et du réticulum 

endoplasmique dans la genése des différents organites de la spore : sac polaire, filament polaire, 

polaroplaste, vacuole postérieure. La cryofracture confirme, chez Nosema apis , les résultats 

obtenus en ultrastructure classique et met en Avidence l'évolution des systémes membranaires 

tout au long du cycle du parasite, en particulier les modifications intervenant au niveau de la 

membrane plasmique au cours de la transformation sporoblastique. 

MOTS - CLES : Microsporidie, Différenciation Cellulaire, Ultrastructure, Transformation 

Sporoblastique, Spore, Cryofracture, Systbmes Membranaires. 



The two microsporidian species Nosemoides vivieri V.D. et P. 1970 and Nosema 
apis Zander 1909 are obligatory intracellular protozoan parasites whose developmental stages are 

directly in Fntact with the host-cell cytoplasm. The life cycle is specially characterized by the 

alternation 8t two distinct phases : the vegetative phase (merogony) with a nonspecialized cellular 

structure, during which the parasite grows and rapidly divldes by schizogony, and sporulation 

(sporogony) when many spores are formed, showing a complicated highly differentiated structure. 

In fact the spore, surrounded by a protective envelope, contains the infective germ (sporoplasm) 

of the microsporidian and the extrusion apparatus necessary to its transmission into the host-cell. 

Whith ultrastructural investigations of the developmental stages : meronts, 

sporonts, sporoblasts and spores, the primordial role of Golgi-type vesicles and endoplasmic 

reticulum in the formation of several specialized spore organels : polar sac, polar filament, 

pol~roplast, posterior vacuole, has been demonstrated. The freeze-fracture technique 

corroborates, in Nosema apis developmental stages, the previous results obtained with 

conventional electron microscopy, and reveals the evolution of membrane systems in the different 

stages of the life cycle of the parasite, emphasizing particularly the modifications that occur at the 

level of the plasma membrane during the sporogonial transformation. 




