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La grégarine Lecudina linei n.sp., parasite intestinal du némerte Lineus

viridis Johnston, héte de la microsporidie Nosemoides vivieri (V.D. et P.).

L'abeille domestique Apis mellifica L., hdte de la microsporidie Nosema apis

Zander.
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INTRODUCTION



Dans le regne 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 étres vivants.
Parmi les Protozoaires, tous les groupes ont un certain nombre d'espéces, plus ou moins
important, qui ont adopté ce mode de vie parasitaire, devenu méme obiigatoire 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-hdte, ces protozoaires parasites ont une
localisation trés variable puisqu'ils peuvent pratiquement se rencontrer dans tous les organes.
lls peuvent alors se développer soit & l'extérieur de la cellule (parasites extracellulaires), soit
a 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-héte peuvent
revétir trois aspects différents (LOUBES, 1979) :

- un contact direct, pendant tout le cycle, du parasite avec le cytoplasme de la
cellule-héte (microsporidies apansporoblastiques).

- lisolement du parasite du cytoplasme-hdte, au cours de la sporogonie, par la
differenciation 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 méme étre 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. (MODIN, 1981) et une microsporidie non identifiée



(ELSTON, KENT et HARREL, 1987).

Le cycle de ces protozoaires parasites intracellulaires est caractérisé par
l'alternance de deux phases : une phase végétative (ou mérogonie) & structure cellulaire non
spécialisée, pendant laquelle le parasite croit et se multiplie activement, et une phase
sporogonique (ou sporogonie) aboutissant a 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 trés bien adaptés & la vie parasitaire, nous ont incités a choisir ce
matériel, en tant que trés bel exemple de différenciation cellulaire, pour comprendre comment
a partir d'une cellule simple et banale on aboutit & une cellule présentant un haut degré de
différenciation, trés bien adaptée a 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 ['abeille
domestique Apis mellifica. Dans le cycle du parasite, le réle de la spore est essentiel :
transmettre le parasite et I'infection. En effet elle contient et protége le germe infectieux ou
sporoplasme, mais aussi tout I'appareil nécessaire a son inoculation dans la cellule-héte. 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 réle primordial des
vésicules golgiennes et du réticulum endoplasmique dans la genése des différents organites de la
spore, tous ces phénoménes paraissant similaires chez les deux microsporidies. L'apport de la
cryofracture, trés peu utilisée jusqu'ici dans I'étude des microsporidies, permettra, chez
Nosema apis, de confirmer les résultats obtenus en ultrastructure classique, d'aborder des
problémes tels que l'association permanente des deux noyaux en un diplocaryon, I'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.
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1 - LES MICROSPORIDIES - GENERALITES

Il y a plus d'un siécle que les premieres microsporidies furent observées et
c'est en 1882 que BALBIANI 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 systéme de classification et ce n'est qu'en 1892 que THELOHAN propose une
premiére classification des microsporidies. LABBE en 1899 établit la premiere revue compléte
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 systéme 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 a la clarification et a4 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. Paralieglement d'autres auteurs ont également analysé
les caracteres 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 (1986, 1988). En 1977, deux nouvelles classifications sont proposées

indépendamment l'une 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 mémes auteurs
respectivement en 1985 et 1982. Puis LARSSON (1986) tente de classer les microsporidies
selon leurs caractéres 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 a l'embranchement des Protozoaires ol 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 (1910) et DEBAISIEUX (1928)
avaient trés vite affirmé que la spore des microsporidies était uninucléée ou au maximum
binucléée et non pentanucléée comme celle des myxosporidies. 1l a fallu attendre I'avénement de
la microscopie électronique pour résoudre définitivement le probléme : 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 trés grand nombre de formes et ont une
large distribution zoologique, des Protozoaires aux Mammiféres, les hétes les plus fréquents
étant toutefois les Arthropodes (Crustacés, Insectes), (SPRAGUE, 1977).

Il faut reconnaitre que pendant assez longtemps I'étude des microsporidies

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



intérét restreint, que ce soit d'ordre médical ou économique, avec cependant quelques exceptions
telles Nosemé 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 & soie Bombyx mori et de I'abeille domestique Apis mellifica.

Ce n'est qu'a partir de la deuxieme moitié de ce siécle que nos connaissances
concernant ces organismes ont considérablement progressé, d'une part a cause de lintérét
croissant de la pathologie des Invertébrés et d'autre part I'avénement de la microscopie
électronique a permis [a aussi un important bond en avant : la cytologie, l'organisation
cellulaire et les cycles ont pu étre décrits de fagon précise et la systématique a pu étre affinée.

Les premiéres recherches ultrastructurales sur les microsporidies ont porté
essentiellement sur la spore mire et son filament polaire. WEISER (1953) 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 (1960, 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 morphogenése 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 synthése, <<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 compléte, 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 espéce étant connue chez un
cilié libre. Récemment, GORTZ (1987) a également observé des spores de microsporidies chez
des ciliés du genre Stentor. VIVIER (1975) en avait recensé 34 espéces se répartissant en 9
genres (mais en y incluant les microsporidies parasites de myxosporidies). Cependant de
nombreux travaux sur les protozoaires mentionnent I'existence de parasites dont un certain
nombre pourrait bien étre des microsporidies, les descriptions qui en sont données n'étant pas
suffisantes pour établir leur identité de fagon certaine. |l 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, hétes les plus fréquents de ces hyperparasites, de tels cas
d'hyperparasitisme sont connus au moins depuis 1897, date a 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 & 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 premiéres
microsporidies parasites de grégarines ont été décrites par LEGER et DUBOSCQ (1909) a 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 I'ascidie Ciona intestinalisy. En 1909, HESSE signale
également chez Monocystis mitis (de l'intestin de l'oligochéte Fridericia polychaeta) la présence
de Metchnikovella hessei. Puis de 1909 a 1955, de nombreuses autres microsporidies,
appartenant aux genres Metcknikovella, Amphiamblys, Amphiacantha, ont été décrites chez des

grégarines de polychétes et VIVIER (1975) en a dressé la liste compléte. CODREANU (1967)



avec Plistophora hyperparasitica et CORBEL (1967) avec Metchnikovella martojai, ont décrit
également des microsporidies respectivement hyperparasites des grégarines Enterocystis
rhithrogenae (de l'intestin de I'éphémére Rhithrogena semicolorata) et Gregarina cousinae (de
l'intestin du grillon Gryllus assimilis ). HILDEBRAND et VIVIER (1971), HILDEBRAND (1974)
ont étudié, en microscopie électronique, la microsporidie Metchnikovella wohlifarthi n.sp.
hyperparasite de la grégarine Lecudina tuzetae (de lintestin du polychéte Nereis diversicolor).
Puis VIVIER et SCHREVEL (1973) décrivent avec beaucoup de précision les stades végétatifs et
I'évolution de Metchnikovella hovassei, hyperparasite de la grégarine Lecudina pellucida (du
tube digestif du polychéte Perinereis cultrifera). En 1979, RUHL et KORN ont observé une
nouvelle microsporidie, Geusia gamocysti, hyperparasite de la grégarine Gamocystis ephemerae
(de lintestin de I'éphémere 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 lintestin du
nemerte Lineus viridis, dont les différents stades de développement et la différenciation

sporoblastique ont pu étre étudiés avec précision.
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3 -LA MICROSPORIDIE NOSEMA APIS

Nosema apis Zander est la microsporidie agent de la nosémose de I'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 fagon inapparente ou causer un affaiblissement des colonies dont l'issue
parfois fatale peut-étre & I'origine d'importantes pertes économiques. C'est pourquoi de tout
temps, les hommes se sont préoccupés des maladies des abeilles. Au cours des siécles de
nombreux apiculteurs ont décrit des maladies des abeilles, sans en connaitre l'origine,
montrant les symptomes les plus apparents et donnant a 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 I'agent de la nosémose, et faisant
I'analogie avec la microsporidie Nosema bombycis (agent responsable de la pébrine du ver a
soie) le nomme Nosema apis . FANTHAM et PORTER (1912) en décrivent le cycle complet, et
par la suite, celte microsporidie sera I'objet de mulliples travaux concernant son cycle et sa
structure : KUDO (1920,1924), TRAPPMAN (1923), BAILEY (1955), THOMSON (1960),
KRAMER (1960), ZHDANOV (1960), WEISER (1961, 1979), POPA (1964), STECHE
(1965), GRAY, CALIl et BRIGGS (1969), SHABANOQV (1973), mais aussi I'épidémiologie de la
maladie (travaux cités par DOTTIN, 1986).

De méme trés t6t, Nosema apis a été l'objet d'études ultrastructurales,
principalement la spore, aussi bien en microscopie électronique a transmission : SHOLTYSECK
et DANNEEL (1962), CODREANU et Coll. (1965), POPA et Coll. (1967), WILDFUHR et
FRITZSCH (1969), CALI (1971), qu'en microscopie & 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”
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(sur tissus non preéalablement 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
trés 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 a transmission cly'assique que par la technique de la cryofracture (mais sur tissus

preéalablement fixés).
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CHAPITRE I

MATERIEL ET METHODES
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A - MATERIEL

Nos observations ont été effectuées sur deux espéces de microsporidies :
Nosemoides vivieri nomen novum (=Nosema vivieri Vinckier Devauchelle et
Prensier,1970)(Unikaryonidae) et Nosema apis Zander 1909 (Nosematidae).

Nosemoides vivieri est parasite de la grégarine Lecudina linei Vinckier
1972, elle-méme parasite intestinal du némerte Lineus viridis (Fabricius) Johnston. Les
némertes ont été récoltés sur le littoral boulonnais, & la Station de Biologie Maritime de
Wimereux. lls 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, a l'obscurité et & une
température de 4 a 8°C. lis supportent trés bien le jelne durant de longues périodes. Un tiers
environ des individus s'est révélé étre 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 a la fin de I'été ou en automne et ayant passé
hiver, soit les premiéres abeilles écloses au printemps, les apiculteurs effectuant le dépistage
de la nosémose 2 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, & une

température de 35°C.

B - METHODES
1) Observation in vivo
a) Les némertes anesthésiés dans une solution de chlorétone & O,1 %
dans de l'eau de mer filtrée ou au MS 222 (tricaine méthane sulfonate) a8 1 % dans l'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
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microsporidie chez ces grégarines est impossible sur le vivant; il est alors nécessaire de
pratiquer des coupes semi-fines d'environ O,25 pu d'épaisseur, de vers entiers fixés et inclus
pour la microscopie électronique, coupes qui aprés coloration a I'azur B a pH 10 sont observées

en microscopie photonique.

b) La présence de Nosema apis dans l'organisme de ['abeille peut ne pas
engendrer de signe extérieur (BAILEY, 1976) et il est impossible de distinguer une abeille
saine d'une abeille parasitée. !l est alors nécessaire de disséquer les abeilles une a une aprés
anesthésie au gaz carbonique, et les intestins prélevés sont placés dans du liquide physiologique
(SPIRA, PARNAS et BERGMAN, 1969) avant d'étre fixés pour la microscopie électronique. Les
intestins fortement parasités peuvent prendre une couleur bianchatre 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 enire lame et lamelle dans une goutte de liquide

physiologique.

2) Méthodes de microscopie électronique
a) Microscopie électronique a transmission

L'étude ultrastructurale a été faite selon les techniques classiques : double
fixation glutaraldéhyde-osmium dans un tampon phosphate O,1 M (némertes) ou dans le tampon
cacodylate de sodium 0,1 M (intestins d’abeilles), déshydratation dans l'acétone, puis inclusion
en épon ou araldite.

Les piéces sont coupées & l'ultramicrotome Reichert Om U2 sur 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.



Nomenclature des faces de fracture des membranes biologiques
(Branton et al. 1975)
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Les préparations sont examinées aux microscopes Hitachi HU 11 E et JEOL CX

120.

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 giutaraldéhyde 2,5% (V/V) en tampon cacodylate
de sodium O,1 M (pH 7,2) pendant 1 heure & 4°C. Aprés fixation, les échantillons‘ sont rincés
dans le tampon cacodylate O,1 M, puis imprégnés pendant 2 heures dans une solution de glycérol
a 30 % (V/V) en tampon cacodylate O,1 M. Puis les morceaux d'intestin sont déposés sur des
porte - échantillons pour doubles répliques Balzers. lls sont alors immédiatement congelés
pendant une trentaine de secondes a la température de fusion de I'azote liquide (-210°C) puis
conservés dans l'azote liquide. Les fractures sont effectuées a - 120°C sous un vide de 106 mm
de Hg et les répliques sont réalisées dans un appareil Balzers BAF 300 équipé d'un systéme
d'évaporation a faisceau d'électrons et d'un quartz de mesure étalonné pour un dépét de
carbone-platine de 20 A puis un dépét 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 300 ou 400 mesh.

En accord avec la nomenclature de BRANTON et al. (1975), pour chaque
membrane qui peut étre fracturée en deux hemimembranes, la face de fracture de
I'hémimembrane juxtaposée au cytoplasme, au nucléoplasme ou a la matrice mitochondriale est
étiquetée P (—> PF), et la face de fracture de I'hémimembrane juxtaposée a l'espace
extracellulaire, I'espace endoplasmique et '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.
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CHAPITRE IlI

ETUDE DE LA MICROSPORIDIE NOSEMOIDES VIVIERI,

HYPERPARASITE DE LA GREGARINE LECUDINA LINE]I



Fig A . Cycle de Nosemoides vivieri -
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L'observation des coupes de grégarines parasitées montre un certain nombre de
stades correspondant aux différentes étapes du développement de la microsporidie. Dans un
méme hote on peut rencontrer tous les stades du cycle, quoique généralement il y ait une
prédominance des différents stades de '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-hdte et se termine par la formation des spores, formes de
résistance permettant la dissémination du parasite et qui contiennent ce méme sporoplasme.
Entre les deux, le parasite subit plusieurs cycles cellullaires pendant lesquels il croit 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 I'extension de linfection.
Au cours de ces divisions, la caryocinése précéde souvent la cytodiérése, ce qui aboutit a la
formation de stades plurinucléés, pouvant rappeler des figures plasmodiales, qui se sépareront
dailleurs plus tard en cellules simples évoluant en sporoblastes.

L'évolution de la derniére génération de schizontes en sporoblastes marque le
début de la phase sporogonique (ou sporogonie ou sporogenése). Chaque sporoblaste va évoluer
en une seule spore, et c'est & 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 -héte 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
a structure cellulaire classique, alors que dans la phase sporogonique la spore est une cellule

hautement différenciée parfaitement adaptée a sa fonction (VAVRA, 1976; VIVIER, 1979).



Cycle de Lecudina linei
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A) - La grégarine-héte

L'organisme héte de la microsporidie Nosemoides vivieri est une grégarine
non cloisonnée, Lecudina linei n.sp. (VINCKIER 1872), hébergée dans les deux tiers
postérieurs de l'intestin et des diverticules intestinaux (fig.4) du némerte Lineus viridis
(Fabr.)Johnston.

Cette grégarine monocystidée, a région antérieure différenciée en mucron
faisant ventouse & son sommet, appartient & la famille des Lecudinidae trés bien étudiée par
SCHREVEL (1969). Les différentes phases de son cycle (Fig.B) correspondent a celles du cycle
type du genre Lecudina Mingazzini 1891 établi par SCHREVEL (1969). Ce sporozoaire est
caractérisé par un trophozoite de forme allongée, légérement arquée, a extrémité postérieure
plus effilée que Ia région antérieure (fig.5), atteignant 350 a 450 um de long sur 30 & 45 um
de large. La syzygie est suivie de mouvements de rotation et 'anisogamie est trés marquée, avec
un gamete femelle sphérique sans flagelle et un gaméete male plus ou moins conique possédant un
prolongement flagelliforme. Les kystes sphériques d'environ 120 um de diamétre comportent un
nombre élevé de spores ovoides de 8 um sur 4 um possédant un genre de goulot a I'un des péles.

Pendant la phase de croissance, la grégarine vit fixée aux cellules épithéliales
intestinales de I'héte (fig.3). L'appareil de fixation, situé a I'extrémité antérieure consiste en
un mucron apparaissant comme une sphére a paroi lisse non différenciée en plis épicytaires qui
caractérisent tout le reste de la surface du parasite (fig.1). Puis le trophozoite va se détacher de
la paroi intestinale et rester libre dans fa lumiére de l'intestin.

L'architecture de la surface de ce trophozoite est définie par un épicyte
differencié en plis épicytaires (fig.1). Ces nombreux plis longitudinaux parcourent la surface
du protozoaire d'un péle a l'autre de la grégarine, mucron non compris, et suivent un axe

longitudinal légérement spiralé dans les deux tiers antérieurs du trophozoite, spirale qui
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s'accentue vers la région postérieure effilée dont 'extrémité semble avoir subi une torsion de
presque 180° (figs.1, 3). Ces plis, qui présentent des "ondulations” plus ou moins réguligres
suggérant I'existence de mouvements ondulatoires de I'épicyte, peuvent étre étroitement accolés
en certains endroits et nettement séparés en d'autres (fig.2), créant ainsi un réseau irrégulier
d'une extrémité a 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 déja étudiées (SCHREVEL et VIVIER, 1966; VIVIER,
1968; SCHREVEL, 1969; OUASSI, 1977; OUASSI! et PORCHET-HENNERE, 1978). Les plis
épicytaires, d'environ O,7 2 0,9 um de haut sont limités par une paroi de 500 um d'épaisseur
constituée par un complexe trimembranaire (une membrane plasmique externe et un systéme
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, I'ectoplasme limité
extérieurement par une couche dense ou "basale", comprend une mince bande de cytoplasme
d'environ 80 a 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 l'existence d'une strate de nombreuses vacuoles "sous-corticales" &
contenu homogéne souvent trés clair. L'endoplasme est caractérisé par la présence de nombreux
grains de réserves, paraglycogéne 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.
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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

I'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 I'objet de l'article "Etude ultrastructurale du développement
de la microsporidie Nosema vivieri (V.D. et P. 1970)", Protistologica, 1971, VIl (2) : 273-287.

Les formes uninucléées appelées schizontes ou merontes, plus ou moins isolées
dans le cytoplasme de I'hdte, sont en contact direct avec celui-ci. Des formes en cours de
division, correspondant a la phase de multiplication du parasite, sont souvent observées. Il peut
ainsi y avoir plusieurs divisions successives aboutissant a la formation de plusieurs
générations de schizontes, les stades issus de la derniere génération étant souvent appelés
sporontes; ceux-ci évolueront en sporoblastes. Au cours de ces divisions, qui s'effectuent
suivant le type pleuromitose acentriolaire, la caryocinése précéde toujours la cytodiérése. Ce
phénoméne aboutit & la formation de figures lobées binucléées ou méme polynucléées d'ou
s'isoleront progressivement, aprés un certain nombre de divisions successives, les sporoblastes
formant des "rosettes" ou groupes d'individus uninuciéés. Ceux-ci peuvent se disperser dans le
cytoplasme de I'héte ou rester groupés, et dans ce cas on remarque un certain synchronisme
dans Ie.développement des sporoblastes d'un méme groupe. Chaque sporoblaste se transformera
en une seule spore.

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

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

polaire, polaroplaste et vacuole postérieure. En fin d'évolution, la paroi du sporoblaste
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commence a s'épaissir pour constituer la paroi définitive de la spore. Ces spores sont en grande
majorité de forme ovoide, mais en de rares cas nous avons également observé, a cété de ces
spores ovoides classiques, des spores trés allongées, en forme de batonnet 1égérement arqué.
Toutes ces spores ont exactement la méme structure. Ce phénoméne, reste sans explication
satisfaisante.

L'étude ultrastructurale du développement de cette microsporidie apporte donc
des données intéressantes quant a la structure deé différentes phases du cycle de ce parasite. Au
travers de tous les travaux effectués jusqu'a présent, il est intéressant de souligner l'unité de

structure que présente la spore, quelle que soit I'espéce considérée.
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DU DEVELOPPEMENT DE LA MICROSPORIDIE NOSEMA VIVIERI
(V.D. et P. 1970)**
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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)

RESUME

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

Les formes uninucléées, en contact direct avec le cytoplasme de I'hdte 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 & 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 & la formation de « rosettes » d’individus qui s'isolent progressivement pour former les sporoblastes.
Cest 4 ce stade que s'élabore le filament polaire a partir de vésicules golgiennes; il est constitué de 3 zones concentriques.

Ces sporoblastes évoluent en spores qui sont de 2 types : macrgspores et rmcrospores Seules 1a taille et la forme semblent
les différencier.. car elles ont la méme structure. Elles sont entourées d’une paroi constituée de 3 zones. Le filament polaire,
issu du sac polaire, traverse le « cavum » et le polaroplaste vésiculeux et s’enroule autour du noyau. Le cytoplasme est riche
en ribosomes et membranes ergasmplasquues. A la partie postérieure de la spore se trouve la vacuole postérieure.

Bien que présentant quelques caractéres originaux, les aspects ultrastructuraux 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 hyperparasxtlc Microsporidian, Nosema
vivieri n.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 complex, can be found. The nucleus is often
excentric.

After repeated nuclear divisions, the sporoblast mother cell undergoes delayed cytokinesis and a senes or a «rosette » 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 same 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 regu le 7-2-71.

E R‘:ACG otr?‘gix)l a bénéficié de l'aide matérielle du Centre de Recherche sur la cellule (Faculté des Sciences de Lille) et du C.N.R.S.
n
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Les premiéres microsporidies parasites de grégarines
ont été décrites par LEGER et DuBoscq (1909) A propos
de Nosema frenzelinae et de Perezia lankesteriae, hyper-
parasites de Cephaloidophora conformis et Lankesteria
ascidiae. Cependant, dés 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 'appartenance des Metchnikovellidae aux Micro-
sporidies. En 1967, CobREANU, chez une grégarine
d’éphémére, CoRBEL chez une grégarine de gryllide,
puis HizpEBrRaND et VIVIER (1970) chez Lecudina
tuzetae, ont décrit des microsporidies hyperparasites.
Déja en 1908 et 1910, AwWeRINZEW, 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-mémes, au cours de
recherches sur la cytologie des Sporozoaires, parasites
de Némertes, avons rencontré dans une grégarine mono-
cystidée, une microsporidie, Nosema vivieri (V. D. et P.,
1970) présentant un certain nombre de caractéres ori-
ginaux.

Les premigres études ultrastructurales de microspori-
dies ont surtout porté sur la structure de la spore (HUGER,
1960; Kuno et DaANIELS, 1963; LoM et VAVRa, 1963;
Vavra, 1965; IsHIHARA, 1968; SPRAGUE et VERNICK,
1968 ; SPRAGUE, VERNICK et LLoYD, 1968 ; STANIER,
WOODHOUSE et GRIFFIN, 1968; SCHUBERT, 1969). Cepen-
dant quelques travaux portent aussi sur les derniers sta-
des de la sporogenése (De PuUYTORAC, 1962; VAVRa,
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,
VAvVRA et UNDEEN 1970, CODREANU et VAVRA 1970, ont
fait une étude plus compléte du développement des
sporontes et des spores, et SPRAGUE, VERNICK et LLOYD,
1968, puis WEIDNER, 1970, ont observé la sporogonie
presque compléte d’une microsporidie. De méme, dans
ce travail nous nous proposons d’étudier le développe-
ment de la microsporidie Nosema vivieri, en insistant
sur certains points particuliers du cycle.

MATERIEL ET METHODES

Le matériel a été récolté & la Station de Biologie
Maritime de Wimereux. Les Nemertes parasités, ou les
grégarines préalablement isolées puis rassemblées au
fibrinogéne, ont été préparées suivant les techniques
classiques de microscopie électronique : fixation au glu-
taraldéhyde puis post-fixation osmique dans un tampon
phosphate, déshydratation & l'acétone et inclusion i
l'araldite. Les coupes effectuées 2 l'ultramicrotome
Porter-Blum sont recueillies sur grilles parlodionnées
ou non, contrastées a 'acétate d’urane alcoolique et au
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citrate de Plomb (REYNoOLDS), puis examinées aux
microscopes « Siemens Elmiskop I A » et « Hitachi
HU 11 E».

OBSERVATIONS

L'observation des coupes de grégarines parasitées mon-
tre surtout un certain nombre de stades correspondant
a la sporogonie de la microsporidie : formes uninucléées,
binucléées, sporoblastes et spores. Ces différents stades
semblent d’ailleurs &tre plus ou moins répartis indiffé-
remment dans la partie médiane de I'hdte; 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 I'hdte, elles
sont limitées par une paroi constituée d’une seule mem-
brane unitaire (fig. 2). De taille variable, allant de 2 a
3,51 de long sur 1,5 a 3 . de large, elles sont de forme
plus ou moins ovoide, 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 a contenu
relativement dense et opaque aux électrons, assimilable
a un appareil de Golgi trés primitif; ce golgi est d’ailleurs
bien visible dans les stades plus dgés (fig. 6).

1l ne semble pas y avoir de grains de réserves et nous

n’avons jamais observé de mitochondries, ce qui parait
étre typique chez les Microsporidies en général. Le

‘noyau assez volumineux et toujours excentré montre

une enveloppe nucléaire typique et un nucléoplasme
homogéne, 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 I'hdte.

Phase de multiplication des sporontes

A cOté des formes uninucléées, nous avons souvent
rencontré des formes en cours de division, correspondant
a une phase de multiplication des futurs sporoblastes.
Ces divisions s'effectuent suivant un type. pleuromitose
acentriolaire : le fuseau, formé de microtubules de 150 A
de diamétre environ, traverse tout le noyau et vient
s'insérer sur une zone épaissiec de I'enveloppe nucléaire

s

qui semble d’ailleurs s'estomper a cet endroit (fig. 3 et
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F16. 1. — Coupe transversale de la Grégarine montrant ['épicyte (E) plissé et dans le cytoplasme les grains de paraglycogéne (pg).
On voit également la Microsporidie & différents stades : sporoblate (SP) et spore (S) (X 8 700).
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FicG. 5 — Forme multinucléée : le plan de coupe passe par au moins 3 futurs sporoblastes et par le noyau (N) de 2 d’entre eux. La
cytodiérése semble se faire par « étranglement » (fleéches). On noterea la présence d’ergastoplasme (e) et de nombreuses vésicules (V)
(x 25 700).

4). A ce niveau, l'enveloppe du noyau s’invagine et les
fibres fusoriales semblent entrainer vers le centre du
noyau la paroi sur laquelie elles s’insérent, paroi qui
persiste pendant toute la durée de la division. Au
sein du nucléoplasme, et disposés le long des fibres
fusoriales on peut observer quelques amas vraisembla-
blement chromatiniens (fig. 3 et 4).

Ainsi pendant cette phase de multiplication, on peut
rencontrer des formes binucléées, les deux noyaux pou-
vant &tre de nouveau et simultanément en cours de
division (fig. 4). Cependant nous n’avons pas encore
observé de sporonte possédant un diplocaryon, c’est-a-
dire deux noyaux étroitement accolés, tel que ont décrit
VAVRA (1965), CosTE-MATHIEZ et MANIER (1967), SPRA-
GUE, VERNICK et LrLoyp (1968), SPRAGUE et VERNICK
(1969), WEIDNER (1970), VAavra 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 caryocinése précéde toujours
la cytodiérése, ce qui aboutit & la formation de figures
lobées polynucléées dans lesquelles on reconnalt déja
les futurs sporoblastes (fig. 5). La cytodiérése se fait par
étranglement : la membrane cellulaire s’'invagine et sem-
ble s’épaissir a ce niveau, les deux invaginations allant
a la rencontre P'une de lautre (fig. 4); ces divisions, qui
se font dans n’importe quel plan de I'espace, avec déca-
lage entre caryocinése et cytodiérése, aboutissent a la
formation de «rosettes» ou de groupes d’individus
apparemment uninucléés (fig. 6, 7, 8). En s’isolant pro-
gressivement, ces sporoblastes laissent entre eux des

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

Fic. 3. — Le fuseau de division d'un noyau (N) avec les fibres fusoriales (f) s’insérent sur la membrane nucléaire (fleches) et les
amas chromatiens (¢) (X 41 000).

F16, 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 fléche indique le point d’insertion des fibres fusoriales sur la membrane nucléaire (X 38 000).
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Fi6. 6. — Jeunes sporoblastes (sp) disposés en file ou en «rosette » avec entre eux des formations vésiculaires- (fléches); dans certains
on voit le noyau (N) et les vésicules golgiennes (g) (X 30 400).

F16. 7. — Sporoblastes plus dgés avec le noyau (N) et les vésicules golgiennes (g) élaborant le filament polaire (FP) (x 22 000).
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F16. 8. — Sporoblastes ot le filament polaire (FP) st élabore et appariuon du polaroplaste lamellaire (Pl) et de la vacuole postérieure (vp).
Tous les sporoplastes de la «rosette » sont au méme stade de développement, avec, entre eux, des formations vésiculaires (fleches)
(% 16 000).

formations plus ou moins vésiculaires 4 paroi mince
(fig. 6 et §). Cest a ce stade que commence a s’élaborer
le filament polaire (fig. 6, 7 et 8).

Les Sporoblastes

Une fois bien individualisés, les sporoblastes peuvent
se disperser dans le cytoplasme de I'hdte, ou rester grou-
pés. Dans ce cas, il est intéressant de noter que tous les
individus semblent étre au méme stade de développe-
ment (fig. 6, 7, 8); il y aurait donc un synchronisme
dans le développement des sporoblastes dun méme
groupe.

Dans les jeunes sporoblastes on rencontre, prés du
noyau le plus souvent, un groupe de vésicules a4 contenu
légérement opaque aux électrons et assimilable selon
VAVRA (1965) & un appareil de Golgi (fig. 6). Ces vési-
cules paraissent &étre a l'origine 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 du golgi, apparait une zone relativement dense
limitée par une membrane et se trouvant toujours dans
une légere dépression du noyau (fig. 9); cette zome est

(1) Lorigine et la formation détaillée du filament polaire
feront l'objet d'yn prochain travail.

a P'origine du sac polaire ol viendra s'insérer le filament
(fig. 10). Ce dernier, également d'origine golgienne
semble se former par coalescence des petites vésicules
qui se disposent en manchon cylindrique englobant la
zone centrale dense du filament (fig. 7, 10 et 11); & 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
I1). En ce qui concerne l'insertion du filament sur le
sac polaire (fig. 10), nos observations ne nous permettent
pas encore de préciser exactement 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. 8 et 12); ce dernier sem-
ble constitué¢ de 2 parties : le polaroplaste lamellaire et
le polaroplaste vésiculeux. Le polaroplaste lamellaire
est constitué¢ par un « empilement » de membranes qui
viennent se placer sous le sac polaire et englobent le
départ du filament (fig. 12); cet empilement, qui est
lache au début, se resserre de plus en plus au fur et a
mesure de I'évolution du sporoblaste (fig. 13) pour
aboutir dans la spore & une structure lamellaire compacte
correspondant au « cavum » décrit par SPRAGUE, VER-
NICK et Lroyp, 1968 (fig. 15, 16 et 17). Simultanément
A cette différenciation, apparait 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, 16).
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FiG. 12. — Formation, entre le sac polaire (spo) et le noyau (N) du polaroplaste lamellaire (Pl) et du polaroplaste vésiculeux (Pv)
(< 32 800).
Fi6. 13 — Sporoblaste a un stade avancé. La paroi (P) commence a s'épaissir. Le polaroplaste lamellaire (Pl) devient plus compact
et formera le « cavum »; ce dernier englobe le polaroplaste vésiculeux (Pv). Le filament polaire (FP) s’enroule autour du noyau (N)
(X 35 800).

En méme temps que se différencie le polaroplaste,
apparait au pdle opposé du sporoblaste, la « vacuole
postérieure » opaque aux électrons, décrite par SPRAGUE,
VERNICK et LLoyp (1968), et retrouvée chez dautres
espéces (SPRAGUE et VERNICK, 1969 et SCHUBERT, 1969)
(fig. 8, 15 et 16). Si elle semble morcelée dans le sporo-
blaste (fig. 8), elle devient unique dans la spore (fig. 15
et 16).

Les spores

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

paroi de la spore est constituée 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 déja €té signalé chez
les Microsporidies, pour une méme espéce, nous avons
trouvé ici des spores de taille trés différente : des macro-
spores et des microspores. Les macrospores, trés allongées
mesurent environ 6 @ de long sur 0,7 p de large (fig. 14
et 15). Les microspores, de forme ovoide ont un grand
et un petit diameétre atteignant respectivement 2,7 p et
1,2 p. Les macrospores et les microspores semblent avoir
la méme structure.

e filament polaire qui mesure 850 a 900 A de dia-
métre, s’'insére & la partie supérieure au niveau du sac
polaire, puis descend suivant le grand axe et vient
s’enrouler, 4 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

FI1G. 9. — Formation, sous le noyau (N), du sac polaire (spo) A partir des vésicules golgiennes (g) (X 25 000).

Fi16. 10. — Vue montrant le sac polaire (spo) avec le départ du filament polaire (FP); celui-ci est constitué de 3 zones (fléches)
{x 60 000).
F16. 11. — Formation du filament polaire (FP) & partir -des vésicules golgiennes (g). Le filament polaire est constitué de 3 zones

concentriques (fleches) (X 40 200).
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Fi6. 17. — Coupe oblique dans une microspore montrant 'enroulement hélicoidal du filament polaire (FP); celui-ci, issu du sac polaire
(spo), avant de s’enrouler, traverse les polaroplastes lamellaires (Pl) et vésiculeux (Pv) (X 55 400).

Fic. 18. — Coupe oblique dans la partie postérieure d’une microspore montrant le filament polaire (FP) et des membranes ergastoplas-
miques () (X 66 800).

0,1 u 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 microspore et dans la partie médiane de
la macrospore; le cytoplasme y apparait 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 I'extrémité postérieure
de la spore se trouve « la vacuole postérieure ».

DISCUSSION

D’aprés les différentes phases du cycle de cette micro-
sporidie, celle-ci semble donc bien étre une Nosematidae

du genre Nosema : il n'y a pas de pansporoblastes for-
mant plusieurs spores, mais un seul sporoblaste qui
donne toujours une seule spore; celle-ci, pouvant &tre
de 2 types, microspore ovoide ou macrospore trés allon-
gée, n'est pourvue que d'un seul filament polaire. Sa
taille étant plus grande que chez Nosema frenzelinae
et I'hote étant ici une grégarine Monocystidée, il s'agit
bien d'une espéce différente de celle-ci.

Dans I'ensemble, les aspects ultrastructuraux que nous
avons envisagés ici sont en accord avec les travaux pré-
cédents effectués sur Nosema spelotremae par STANIER
et coll. [54], sur Nosema sp. par SPRAGUE et coll. {52],
sur Nosema nelsoni et Glugea sp., par SPRAGUE et VER-
NICK [51, 49], sur plusieurs espéces du genre Thelohania,
Plistophora ou Mrazekia, sur Caudospora simulii et sur
Nosema algerae par VAVRA [56, 58, 59, 60], sur Mraze-
kia lumbriculi par de PuyToRrAc [38, 39], sur Metchni-
kovella hovassei par VIVIER [63, 64], sur Metchnikovella

Fi6. 14. — Les macrospores : vue d’ensemble (X 5 300).

Fic. 15 et 16. — Couve longitudinale d’une macrospore et d’une microspore. La paroi (P) est constituée de 3 zones. Le polaroplaste

lamellaire (P!) ou «cavum » devenu compact, a la forme d’une cloche, dans laquelle se trouve le polaroplaste vésiculeux (Pv) et ol

passe le filament polaire (FP). A Pextrémité postérieure se trouve la vacuole postérieure (vp). Dans le cytoplasme, des membranes
ergastoplasmiques (e) (X 24 000 et x 33 000).

283



wohlfarthi par HILDEBRAND et VIVIER [18], sur Plisto-
phora simulii par MAURAND [33] sur Nosema orthodadii
par COSTE-MATHIEZ et MANIER [12], sur Heterosporis
finki{ par SCHUBERT [43, 44], sur Thelohania trichoste-
giae, Thelohania bicortex et Congourdella rhyacophilac
par BaupoIN [3], sur Nosema sp. par WEIDNER [66] et
sur Telomyvxa elugeiformis par CODREANU et VAVRA [10].
Cependant quelques particularités méritent d’étre souli-
gnées : lexistence d'une paroi formée par une seule
membrane unitaire en contact direct avec le cytoplasme
de I'hdte, la structure du filament polaire qui, lors de
sa formation, posséde un diametre plus grand que dans
la spore, et 'existence de 2 types de spores.

En effet, chez Nosema vivieri, pendant une grande
partie de la sporogonie, la cellule n'est limitée que par
une paroi constituée de la seule membrane unitaire;
celle-ci est en contact direct avec le cytoplasme de I'hote
el sans aucune relation avec lui contrairement a d’autres
Nosematidae dont la cellule se trouve dans une vacuole
(observations personnelles); cette paroi ne commence a
s’épaissir quc chez les sporoblastes dgés, en fin d’évolu-
tion. Chez Nosema algerae {60}, dés les plus jeunes
stades. une couche dense de matériel amorphe recouvre
la membrane unitaire: il en est de méme chez Nosema
sp. [52] ol le sporoblaste est recouvert d’une pellicule
extramembranaire dense avec des microtubules disposés
perpendiculairement a la surface du parasite; chez Glu-
cea sp. [49], la membrane de la future « vacuole de spo-
rogendse » entoure tout le parasite, ceci {tant caracté-
ristique des stades de plasmodes: de méme chez les
Metchnikovellidae [18, 63, 64), les sporoblastes sc trou-
vent dans une « vacuole parasitaire » considérée comme
pansporoblaste.

Chez diverses Nosematidae, notamment chez Noscina
sp. [52], Nosema nelsoni [51], et Nosema algerae [60],
les auteurs ont observé aprés la forme uninucléée, un
stade & « diplocaryon », c'est-i-dire 4 2 noyaux accolés;
chez Nosema vivieri, nous n'avons pas observé ce « diplo-
caryon ». mais scule la technique des coupes sériées
pourrait peut-¢tre nous donner des précisions sur ce
point.

Nous n'avons pas observé les tubules que VAVRA [56]
et BAaupoIN [3] ont rencontré dans le pansporoblaste du
genre Thelohania. Cependant il faut remarquer les petites
vésicules se trouvant entre les sporoblastes issus des divi-
sions, d'une méme forme uninucléée: ces vésicules se
formeraient lors de la cytodi¢rése précédant lindividua-
lisation de ces sporoblastes. Il est également intéressant
de noter que ces derniers ont un stade de développe-
ment identique pour les individus d'unc méme « rosette »,
cest-a-dire issus d'un méme sporonte et il y aura
d'ailleurs synchronisme dans leur évolution ultérieure.

Un autre phénomeéne important est la diminution de
diameétre du filament polaire; lors de sa formation, a
partir des vésicules golgiennes, dans le jeune sporo-
blaste, il posséde un diamétre denviron 1100 A, dia-
meétre qui, dans la spore ne fait plus que 900 A. D’aprés
nos observations, ce filament polaire acquiert son dia-
metre définitif, celui qu’il aura dans la spore, lorsque
le polaroplaste lamellaire se forme. Cependant, il est
probable que. comme VAVRa l'avait déja supposé dés
1965 [56], le filament polaire et méme les polaroplastes
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famelaire et vésiculeux tirent leur origine d'une struc-
ture identique a l'appareil de Golgi.

Dans les formes uninucléées, nous avons observé des
James d'ergastoplasme que nous avons retrouvées dans
les spores. 1l est intéressant de noter & ce propos, 'ana-
logie qui existe entre la formation des sporoblastes et
Forigine du Golgi, et la formation et I'évolution des
spermatides  ¢'Oligochetes, notamment d'Eisenia  foeti-
da {33]: par exemple la figure 5 rappelle le « bourgeon-
nement » d’'une spermatide a partir du cytophore, et la
disposition en « rosette » des sporoblastes ressemble a
celle des spermatides autour du cytophore central.

Il semble que la structure de la spore, microspore ou
macrospore, varie peu d'une espéce a une autre. La paroi
comprend donc la membrane cytoplasmique et une zone
dense externe séparées par une zone claire. Le cyto-
plasme de la spore semble divisé en 2 parties, une par-
tie antérieure, comprenant le sac polaire et le polaro-
plaste lamellaire ou <« cavum » qui englobe le polaro-
plaste vésiculeux, et une partie postérieure ou le fila-
ment polaire s’enroule, en hélice autour du noyau: ce
cytoplasme est riche en ribosomes et membranes ergasto-
plasmiques, surtout dans la macrospore. A l'extrémité de
la spore, se trouve la vacuole postérieure, déja décrite
par divers auteurs, et dont le role est inconnu. Le role
du «cavum » est également inconnu mais peut-Gtre
sert-it de charpente au filament polaire. Mais le point
particulier intéressant est l'existence, dans cette méme
espece, de spores de taille différente: les microspores et
les macrospares. Il ne nous est pas encore possible de
donner une explication a ce phénomeéne qui a déja été
signal¢ chez d'autres Microsporidies. Ainsi chez Thelo-
hania ovata et Plistophora ehrenbaumi [36], les auteurs
pensent que le polymorphisme des spores est en rapport
avec une diflérenciation plus ou moins précoce des sporo-
blastes dans le pansporoblaste : en effet les pansporo-
blastes tétrasporés donnent de plus grandes spores que
les pansporoblastes octosporés ou polysporés; mais ici
cette explication n'est plus valable, chaque pansporo-
blaste ne donnant qu'un seul sporoblaste, ce dernier ne
donnant qu'une seule spore. Chez Glugea danilewskyi
¢t Plistophora bufonis, 1l y aurait une double sporo-
genése, 'unc macronuciéée, l'autre micronucléée; celle-
c¢i serait de nature parthenogénétique. Mais chez Nosema
vivieri, les microspores sont beaucoup plus nombreuses
que les macrospores et cc sont celles que P'on trouve
communément, tandis que nous n'avons trouvé les
macrospores que dans quelques cas seuiement; les micro-
spores semblent donc &tre ici le résultat normal de la
sporogenese.

Il apparait donc que P'étude ultrastructurale du déve-
loppement des Microsporidies apporte des données inté-
ressantes quant & la sporogoniec de ces parasites. Au
travers de tous les travaux faits jusqu'a présent, il est
remarquable de constater P'unité de structure que pré-
sente la spore, quelle que soit I'espéce considérée. Et
méme il existe des différences quant & linterprétation
des différents stades, c’est que J'ultrastructure des Micro-
sporidies est encore mal connue; et avec le développe-
ment des recherches en ce sens, il faudra probablement
aussi reconsidérer la taxonomic de ces parasites qui
jusqu’alors était uniquement basée sur ces données de
la microscopie photonique.
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C) - Un exemple de différenciation cellulaire. Etude de Ia
différenciation sporoblastique et genése des différentes
structures de la spore chez la microsporidie Nosemoides vivieri.

Cette étude a fait I'objet de l'article : "Nosemoides gen.n., N.vivieri (V.D. et
P., 1970) comb.nov.(Microsporidie); Etude de la différenciation sporoblastique et genese 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 apparait, prés du noyau, un amas de petites
vésicules, & contenu plus ou moins dense, assimilable & un appareil de Golgi primitif. Ces
vésicules de type golgien sont a l'origine du filament polaire dont {'éiaboration 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 I'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 fa zone centrale dense du filament. D'environ 110 nm de diamétre 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 I'élaboration du
filament polaire, le sac polaire dont le contenu s'opacifie de plus en plus, migre au péle
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 péle

opposé au sac polaire, se forme également par coalescence de vésicules golgiennes, la vacuole
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postérieure. Le filament polaire, de 90 - 95 nm de diametre, est limité par une seule membrane
de type unitaire. En fin de sporogenése, le sporoblaste prend une forme ovoide et sa paroi
s'épaissit : la spore a acquis sa structure définitive. Dans cette spore, qui constitue a 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-héte : sac polaire, filament polaire, polaroplaste et vacuole postérieure. Il est
remarquable de constater que ces organites semblent issus d'un systéme membranaire continu
provenant des vésicules goigiennes. |l semblerait que la vacuole postérieure soit en relation
avec le filament polaire et pourrait méme constituer 'extrémité distale renflée de celui-ci. Ce
systéme membranaire continu pourrait constituer une explication au mécanisme d'évagination

du filament polaire lors de l'infestation.
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Nosemoidés gen. n., N. vivieri (Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970)
comb. nov. (Microsporidie); Etude de la Différenciation Sporoblastique et
Genese des Différentes Structures de la Spore*

D. VINCKIER

Laboratoire de Protistologie et Microscopie Electronique, Universiié des Sciences et Techniques de Lille I, B. P. 36,
59 650-Villeneuve d’dscq, France

RESUME. Nous proposons le genre nouveau Nosemoides gen. n. pour P'espéce microsporidienne auparavant classée dans le
genre Nosema, comme N. vivieri Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970. Ainsi, nous proposons Nosemoides vivieri (Vinckier,
Devauchelle & Prensier) comb. nov. pour cette espéce, hyperparasite d'une grégarine monocystidée intestinale du némerte
Lineus viridis (Fabricius) Johnston. L’étude ultrastructurale de N. vivieri nous a permis de préciser 'organitogendse de la
spore de ce protozoaire. Nous avons pu suivre en particulier, Iévolution de vésicules de type ‘“‘golgien” et voir ainsi leur rdle
dans la genése 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 apparait, prés du noyau, un amas de petites vésicules & contenu plus ou moins dense assimilable
2 un appareil de Golgi primitif. Ces vésicules de type “golgien” sont i Vorigine du filament polaire dont 1'élaboration semble
débuter par I'apparition dans le cytoplasme, d’une grande *vésicule” limitée par une membrane de type unitaire, et située entre
le noyau, dans une dépression de ’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 diamétre, 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 péle 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 pdle 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 diamétre n’est plus limité que par une seule membrane de type unitaire. En fin de sporogenése, la
paroi du sporoblaste, qui a pris une forme ovoide, s'épaissit: la spore a acquis sa structure définitive,

Dans la discussion, aprés avoir rappelé les caractéristiques essentielles de la cytologie du sporoblaste et de l'organitogenése de
la spore de N. vivieri 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. vivieri Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970. Thus Nosemoides vivieri (Vinckier, Devauchelle & Prensier)
comb. nov. is established for this species, hyperparasitic in an intestinal monocystid gregarine of the nemertean Lineus viridis
(Fabricius) Johnston. An ultrastructural study of N. vivieri 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 rise 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-type 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
avoid 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 vivieri (Vinckier, Devauchelle & Prensier, 1970) comb. nov.; microspori-
dan; hyperparasite in intestinal gregarine of Lineus viridis; sporoblast sporogony; spore; electron microscopy; taxonomy.

ES grégarines, protozoaires parasites obligatoires peuvent 2
leur tour étre parasitées par d’autres protozoaires. De tels
cas d’hyperparasitisme sont connus au moins depuis 1897, date
A laquelle Caullery & Mesnil (5) ont décrit le genre Metch-
nikovella comme type nouveau de microorganismes parasites de

* Tn)wail effectué avec I'aide matérielle du C. N. R. S. (E. R. A.
n° 184).

e

grégarines; or on sait depuis les travaux de Vivier (55) que les
Metchnikovellidae sont en fait des microsporidies. Cependant les
premigres microsporidies parasites de grégarines, appartenant aux
genres Nosema et Perezia ont été décrites en 1909 par Léger &
Duboscq (19, 20). Puis de 1909 4 1955, de nombreuses autres
microsporidies des genres Metchnikovella, Amphiamblys, Amphi-
acantha, ont été observées essentiellement chez des grégarines
de polychétes. Plus récemment Codreanu (6) et Corbel (8) ont
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Fig. 1. Cycle de Nosemoides vivieri. a. Forme uninucléée (schizonte). b, ¢. Phase de multiplication des schizontes (b), aboutissant
a la formation des sporoblastes (c). d-f. Phase sporogonique, au cours de la transformation sporoblastique (d, e), chaque sporoblaste
évolue en une seule spore (f).
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signalé des microsporidies appartenant respectivemnent aux genres
Pleistophora et Mcetchmikovella cher

des grégarines d'insectes,
Vivier 157, dans une revue sur “hes Microsporidies des Proto-
zowives” en dresse Ta liste complete. Fnonderoscopie dectronique,
Hildebrand & Vivier 11 et Vivier & Schrevel

cher des grégarvines do genve Lecudina, Tes différents stades du

g
)

159% ot Eradids
cvele de 2 espeees du genre Metehnikorvella. Chez les némertes,
(09 cher une gréearine de Lincus gessercnsts et
chez une erégavine dCAmphiporus sp. avaiem
déjiv observé des Tormes rappelant fortement des spores de micro-
sporidies. Chez Lincus viridis, I'étude d'une grégavine intestinale
WordvEle Pexistence dlune nouvelle microsporidie, Noscmoides

Montgomery

Awerinzew (203

icieri nomen novu = Nosema vivieri Vinckier, Devauchelle

{53,

& Prensiery dont nous avons pu cablir Te eyele en ultrastruere
3, 545, Le développement de cet hyperparasite présente
quelques caractéres originaux, principalement Févolution et le

role de vésicules de type “golgien™ dans Ta genese du filament
polaire.

examiner en déail Ta evtologic dex sporoblastes au cours de la

I nous o done paru particulicrement intéressant d'

transformation sporoblastigue. Ainsi Ja présente ¢tude va tenter
de micux préciser Porganitogenese de o spore et Lo position
svstématique de cette microsporidie.

MATERIEL E'T METHODES

effectuées sur Nosemoides vivieri
Vinckier, Devauchelle &
Prensier, 19707, parasite de o grégarine Lecudina linei Vinckier
Lincus viridis
(Fabricius) Johnston, Le cvele de cette grégarine feva Tobjet

Les observations ont ¢&é

nomen novun {= Nosema viviert

2% elle-méme parasite intestinal du némerte

dune éude séparde  Vinekier, en preparation).

Les vers ont @€ réeoltés sur e lintoral houlonnais, & la Station
de Biologie maritime de Wimereux, s ont ¢é ensuite conservés
au Laboratoive, en ecan de mer renouvelée, dans des eristallisoirs,
A Pobscurité et & une température d'environ 4-8 C.

L é¢tude ultrastructurale a ¢é faite selon les techniques classi-
ques:  double fixation glutaraldéhvde-osmium dans un tampon
phosphate, déshydratation dans Pacétone puis inclusion en Epon
on Araldite,

Les picces sont coupées a 'Ultramicrotome Porter-Blum sur
couteau de verre ou de diamant. Les coupes, recueillios sur grilles
parlodionnées, sont contrastées par Facetate d'uvanyle en solution
aqueuse ou alcoolique et par le citrate de Plomb,

Les préparations sont examinées aux Microscopes Siemens

Ehniskop T a et Hitachi HU 11 E.

Etude d’Ensemble du Cycle de N. vivieri

s

Duans une grégarine parasitée on rencontre généralement fes
différents stades de développement de T microsporidie. Ceux-ci
semblent dailleurs ére répartis plus ou moins indifféremment
dans la région movenne de Thote. On peut ainsi observer des
formes uninucléées. binucléées, des sporoblastes et des spores
(513, Nous done el
evtologiques des différents stades du evele de cette microsporidie

Mg, 15,

résumerons les principanx caractéres

Phase Vigéative

Les Formes Uninuclédes—Fan comtact direct avee le eyvtoplasme
de Ta grégarine-hite. fes formes uninucléées (= schizontes) (Fig.
La} sont limitées par une paroi simple constitué¢e d'une seule
membrane unitaire. Lear evtoplasme totalement dépourva de
mitochondries et de grains de réserves, est riche en ribosomes et
membranes de tvpe gramulaire Cergastoplasme’ et agranulaire
freticulnm forme de

endoplasmique ;. celles-el souvent  sous

petites vacuoles. Le noyau, de position toujours excentrée, montre
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une enveloppe nucléaire typique et un nucléoplasime homogéne
sans nucléole ni chromatine nettement différenciée. 11 ne semble
pas y avoir de centriole.

Phasc de Multiplication des Schizontes. - Ces schizontes vom
Fig. 1h . Les
novaux plus ou moins sphériques subissent des mitoses du type
“eryptomitose”™ {12}, sans disparition de enveloppe nucléaire,
acentriolmires avece fuseau intranucléaire entre 2 centres cinétiques
Ces

divisions aboutissent 2 la formation des sporoblastes sans qu'il

se diviser plusicurs fois: clest la schizogonie

placés au fond de dépressions de Penveloppe nucléaire,

n’ v ait jamais apparition de stade plasnodial, ni de pansporo-
blaste,

Phase Sporogonigue
Les Sporoblastes—Au
Blastique. chaque sporoblaste évolue ¥n
lede).
détail plus loin.
Les spores—lLa spore montre:

cours  de da transformation  sporo-
une seule spore (Figs.

oétude de Porganitogendése de la spore est envisagée en

une paroi ¢paisse constitucée
de 3 conches; dans Te ders antévieur, le polavoplaste Lunellaire
coiffé du sae polaive ol part le fikunent polaive; dans Jes 2
polaire ¢, ayvant
poluroplaste, s’enroule en spirale, sous fa paroi, autour dlune

tiers postéricurs, Ie filament traversé e
masse  cytoplasnigue renfermant un noyau unique, riche en
ribosonmes et membranes ergastoplasmiques mais dépourvue de
mitochondries et de réserves. A Textrémité de la spore se trouve
la “vacuole postérienre” (Fig. 1),

Etude de la Transformation Sporoblastique et

Organitogenése de la Spore

Apres la phase de mualtiplication dex schizontes qui aboutit
ik formation des sporoblastes, cenx-ciy pouvant se disperser dans
le evtoplasme-hate on rester groupdés, vont se différencier chacun
en une senle spore. Au cours de cette différenciation se formeront
les organites définitfs de la spore.

Origine ¢t Formation du Filament Polaire

Dans les jeunes sporoblastes (TFig. 3) et parfois méme dans
les schizontes (Fig. 2), on trouve souvent soit prés du noyau,
soit dans le evtoplasme environnant, un groupe de petites
vésicules, it contenu plus ou moins dense, assimilable selon Vivra
47} 4 un apparcil de Golgi primitif. Nous n'avons pu observer
Porigine exacte de ces vésicules, mais leur position  parfois
périnucléaire suggére qu'elies pourraient dériver de la membrane
externe de Penveloppe nucléaire; une origine semblable du Golgi
a &té observée chez divers Sporozoaires (58, 60) ¢t aussi dans
des cellules embryonnaives de sauterelle (16). Ces “vé
pourraient ¢galement dériver du reticulum endoplasmique, ou
méme avoir une double origine. Tn tous cas, clles paraissent
étre & Torigine du filament polaire.

L’élaboration du filament polaire débute par Papparition dans
le cytoplasme, d'une “cavité” & contenu peu dense, limitée par
une seule membrane unitaire (Fig. 4). Elle est toujours située
entre le noyau, dans une dépression de celui-ci, et un amas de
vésicules golgiennes & contenu relativement dense (Figs. 4, 6).
11 est intéressant de remarquer qua ce stade Taspect du contenu
de cette “cavité” ressemble étrangement & celul du nucléoplasmie
tout proche, le noyvau occupant toujours, dans le sporoblaste, une
position excentrée. II est ¢galement  curicux d'observer  que
I'étroite zone située entre le novau et cette “cavité” semble oc-
cupée par du matéricl plus dense que le cytoplasme environnant
"Figs. 4-7, 9, 10, 12). Ce premier organite en voie de différencia-
tion est en relation avec wne ¢rande vacuole 4 contenu trés
clair et séparé de ce dernier par un petit éranglement (Figs.

5. 7). Cette vacuole parait Stre disposée latéralement par rapport

cules™



42

Nosemoides vivieri: DIFFERENCIATION SPOROBLASTIQUE 173

Fig. 2. Forme uninucléée (schizonte) dont le noyau (N} en voie de division présente des fibres fusoriales (£y. Prés de Penveloppe
nucléaire (En), on remarque un amas de petites vésicules (fleche). % 25 400,

Figs. 3-6. [Organitogenese de la spore.] 3. Jeune sporoblaste. Dans le cytoplasme, prés du noyau (N), on note un amas de
vésicules plus ou moins grandes (fléches). x 35 700. 4. Jeunc sporoblaste. ['¢laboration du filament polaire semble commencer par
Papparition dans le cytoplasme, d'une grande “vésicule” (sp) située entre le noyau (N), dans une dépression de I'enveloppe nucléaire
(En) et un amas de petites vésicules golgiennes (G) & contenu tres dense. Cette grande “vésicules™ (sp) cst & Porigine du sac polaire.
X 36 000. 5. Ce futur sac polaire (sp) est en relation, d’'une part avec une grande vacuole (v) a contenu clair, et d'autre part avec les
petites vésicules golgiennes & contenu dense (G). X 35500. 6. Le contenu du futur sac polaire (sp) devient plus dense. On remarque
également prés des vésicules golgiennes (G) un autre amas de petites vésicules (fleche). x 142 200.
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Figs. 7-10. [Organitogenése de la spore: formation du filament polaire.] 7, 8. Au niveau des vésicules golgiennes (G) se forme
le filament polaire (FP), tandis que le sac polaire reste en relation avec une grande vacuole (v) et les vésicules golgiennes (G), prés
desquelles on trouve souvent un autre amas de petites vésicules (fleche, Fig. 8). Fig. 7, X 48 000; Fig. 8, x 41 000. 9, 10. Le filament
polaire (FP), au début de sa formation, pénétre dans le sac polaire (sp) ol il s'insérera (zi). Fig. 9, X 46 000; Fig. 10, X 54 000.
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Figs. 11-14. [Organitogenése de la spore:

le filament et le sac polaire.] 11-13. Le contenu du sac polaire (sp) devient de plus
en plus dense. La membrane externe du filament est en continuité avec celle du sac polaire (sp) ot pénétre la zone centrale (zi) plus
dense du filament (FP) qui s’élargit & ce niveau. Le filament polaire (FP) est constitué de 3 zones (ze, zm, zc). Fig. 11, X 48 000;
Fig. 12, X 54 000; Fig. 13, X 40 600. 14. Le filament polaire (FP) se forme par juxtaposition et coalescence des vésicules golgiennes
(vg). Ce filament est formé de 3 zones: une zone centrale dense (zc), une zone moyenne claire (zm) et une zone externe (ze) con-
stituée de 2 membranes unitaires. X 44 300.

175
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Figs. 15-19. [Organitogenése de la spore: le filament et le sac polaire.]

15, 16. Formation du filament polaire (FP) par coales-
cence des vésicules golgiennes (vg). Le filament est toujours formé de 3 zones (ze, zm, 7¢). On remarque (Fig. 16) prés de Uenveloppe

nucléaire (En), un autre amas de petites vésicules (fleche). Fig. 15, X 56 700; Fig. 16, X 60 400. 17. Zone d’insertion (zi) du fila-
ment (FP) sur le sac polaire (sp) avec renforcement basal & ce niveau. X 83 700. 18, 19. A un stade plus avancé, le sac polaire
(sp) qui a migré & un pdle du sporoblaste (opposé au noyau) s'aplatit et prend la forme d'une “ancre.” Entre celui-ci et le noyau
(N) est apparu le polaroplaste lamellaire (PL) entourant la base du filament (FP), le polaroplaste vésiculaire (Pv), et parfois une
partie du noyau (N). Noter le léger épaississement de la paroi (P) du sporoblaste. Fig. 18, X 40500; Fig. 19, X 38 400.



46

Nosemoides vivieri: DIFFERENCIATION SPOROBLASTIQUE

a laxe noyau-“cavité¢”-Golgi. Si fes rclations de cette structure,
qui sera a Porigine du sac polaire, avec Penveloppe nucléaire et
le noyau ne sont pas prouvées, celles avec les vésicules golgiennes
sont nettes (Figs. 4-8). Nos observations ne nous permettent pas
jusqu'alors de préciser Porigine exacte de ce futur sac polaire.
Le point d'insertion du filament polaire sur le sac polaire se
forme a I'endroit o les vésicules “golgiennes™ sont en relation
avec ce sac {Fig. 9) dont le contenu deviendra de plus en plus
opaque au fur et & mesure que se différenciera le filament (Fig.
19). La région de ce filament élaborée en premier est sa partic
proximale avec la zone d'insertion sur le sac polaire dont le
contenu n'est encore que peu dense (Figs. 9, 11, 12). Puis le
fitament polaire se forme par coalescence de ces petites vésicules
“golgiennes™ (Figs. 10, 11, 13, 14). Celles-ci se disposent cote-i-
cite en un manchon cylindrique englobant unc zone centrale
dense (Figs. 10, 13-16). A ce stade, le filament polaire, d’environ
115 nm de diamétre es¢ constitué de 2 cylindres emboités séparés
par une zone claire de 17 mn d'¢paisseur:  1externe, épais de
25 nm est constitné de 2 membranes unitaires séparées par une
zone opaque aux électrons, ot interne de 50 nm de diamctre est
plein et constitué d'une matiére wes dense gui powrait dtre
¢laborée A partir du contenu des vésicules “golgiennes” participant
A la formation de la zone externe du filament (Figs. 13, 14).

Ce diamétre du filament polaire en formation semble éue
variable d'un sporoblaste & Pautre; nous avons ainsi constaté
quiil est généralement compris entre 100 et 160 nm, selon les
individus, la dimension moyenne et la plus courante se situant
entre 110 et 120 nm. Pendant son élaboration, te filament semble
donc limité par 2 membranes wmitaires classiques de 8 nm
d’épaisseur, elles-mémes séparées par un espace devenu plus
claiv d’environ 9 nm de large. Lo ce qui concerne Pinsertion du
filamient sur le sac polaive, nos observations ne nous permettent
pas encore d'en préciser la structure exacte. La zone centrale
dense du filament pénéwre, en se venflant en massue, It Uintérieur
du sac polaire dont la membrane Hinitante semble en continuité
avec la membrane externe du filament polaive (Figs. 11-13).
La membrane interne parait se prolonger dans le sac polaire et
lmiter la zone centrale dense renflée A ce niveau obi il y auraii
¢galement disparition de la zone claire (Figs. 10, 12, 13). Au
point d'insertion, il y aurait donc un renforcement basal du
filament au nivean de sa membrane tnterne (Fig, 17). A un
stade plus avancé, lorsque le polaroplaste lamellaire est différ-
encié, il semble qui la limite sac polaive-filament, dans la zone

claire de ce dernier, du matéricl dense rayonne de la zone centrale
vers la membrane limitanie du filament (Fig. 23).

Puis, une fois ce filament élaboré, le sac polaive, qui jusque
lii était toujours situé dans une dépression de Tenveloppe
nucléaive, va s’¢loigner du noyan pour gagner le pdle opposé
du sporoblaste (Fig. 17). Cette migration doit étre trés rapide
car il ne nous a pas encove ét¢ possible de Pobserver,

Le Polaroplaste

Le sac polaive, jusqu'alors de forme globuleuse, va cnsuite
s'aplativ pour prendre la forme dunc “ancre” tandis que son
contenu deviendra tres dense (Figs. 18-20). En méme temps,
une structure nouvelle apparait: le polaroplaste. Comme chez
Heterosporis finki (35, 36), cet organite paralt counstitué de 2
partics probablement d'origine différente: le polaroplaste lamel-
laire et le polaroplaste vésiculaire (Figs. 18, 19). En ce qui
concerne le polaroplaste lamellaire, sa différenciation doit égale-
ment étre extrémement rapide car nous n‘avons pas pu observer
les différentes phases de son élaboration, et le probléme de son
origine reste posé. Ainsi lorsque le filament est entirement
€laboré et que le sac polaire a “migré” & un pdle du sporoblaste,

177

20-25, 20-22. Le sac

. /
qui est entource

[Organitogenése de la spore.}
avec la base du filament (FP)
du polaroplaste lamellaire (PL) dont I'empilement exact des mem-

Figs.
polaire (sp)

branes est difficile & précaser. Fig. 20, X 39400: Fig. 21,
X 31200; Fig. 22, X 30800. 23. Zone d'insertion du filament
(zi) sur le sac polaire (sp). Du matériel disposé d'unc manitre
plus ou moins rayonnante, se trouve dans la zone moyenne, entre
la zone centrale dense et la zonc externe du filament. Noter
“IFempilement” encore liche des membranes du polaroplaste lamel-
laire (PL). x 35600. 24. Le sporoblaste prend une forme ovoide
avec 4 un pole le sac polaire (sp) d’ol part le filament (FP) et
le polaroplaste lamellaire (PL) ct au pble opposé, la vacuole
postérieure (vp). Dans le cytoplasme, on ohserve autour du noyau
(N) des membranes ergastoplasmiques (e). Noter le léger épais-
sissement de la paroi (P). x 26300. 25. Le sporoblaste va
évoluer cn spore. La paroi (P) s'épaissit par apposition d’une
couche dense sur la membrane plasmique. Le polaroplaste lamcl-
Jaire (PL) dont les membranes “se resserrent” prend la forme d’une
cloche entourant la base du filament (FP) et le polaroplaste
vesiculaire (Pv). X 23 800.

un systeme de membranes, empilées les unes sur les autres,
apparait sous le sac polaire, englobant la base du filament (Figs.
18-22, 24). Il est difficile de préciser le mode d’empilement de
ces membranes, mais, trés liche au début, il se resserre de plus
en plus au fur et & mesure de I'évolution du sporeblaste (Figs.

25, 26), pour aboutir dans la spore 4 une structure lamellaire
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Figs. 26-29. [Ultrastructure des spores.] 26. Coupe transversale au niveau du polaroplaste lamellaire (PL). Celui-ci entoure le
filament (FP), le polaroplaste vésiculaire (Pv) et un lobe du noyau (N). Entre le polaroplaste lamellaire (PL) et la paroi (P), le cyto-
plasme est riche en ribosomes et lamelles ergastoplasmiques (e). X 72 000, 27. Région antérieure d’une spore dont la paroi (P) est
constituée de 3 zones. Du sac polaire (sp), limité par une membrane unitaire (fléches), et “coiffant” le polaroplaste lamellaire (PL)



compacte en forme de cloche (Figs. 27-29); celle-ci est percée, au
centre de sa partie convexe d'un orifice par ou passe le filament
polaire (¥igs. 27-29). Cette structure semble étre I'homologue
du “cavum” décrit chez Nosema sp. (42). Le sac polaire se
trowve ainsi placé enue la paroi du sporoblaste ou de la spore
et ce “cavum’ sur lequel il semble “sappuyer,” Liorigine de
ces membranes n'est pas connue et il n'est pas possible de dire
si elles dérivent de membranes ergastoplasmiques, ou de saccules
empilés les uns sur les autres, ou méme si cette origine est tout
autre. 11 faut cependant noter que, dés qu'apparait le polaroplaste
lamellaire, Ia grande vacuole observée lors du début de la forma-
tion du filament polaire n’est plus visible, et ce filament n’a plus
quun diamétre d'environ 100 nm, sauf & sa base, prés du sac
polaire ou il est légérement plus grand. Ce diamétre peut
d’ailleurs varier selon les individus entre 95-105 nm. D’autre part,
4 partir de ce stade, le filament polaire ne semble plus Limité
que par une scule membrane unitaire, comme dans la spore
(Figs. 28, 29). Si I'on considére que cette unique membrane
correspond i la plus interne des 2 membranes existantes lors de
la formation du filament, ceci powrrait expliquer alors sa diminu-
tion de diamétre.

Simultanément i la différenciation du polaroplaste Lunellaire,
apparait entre le noyau et le futur “cavum,” et plus ou moins
englobé par celui-ci, un amas relativement important de petites
vésicules constituant le polaroplaste vésiculaive (Figs. 18, 19, 25,
26). Llorigine de ces vésicules est également énigmatique, mais
peut-étre dérivent-elles des vésicules golgiennes restantes, aprés
la formation du filanent polaire, ou du reticulum endoplasmique.
Dailleurs la structure vésiculaire de ce polaroplaste semble plus
ou moins s'estomper pour devenir plus granuleuse (Figs. 27-29)
au fur et & mesure de la transformation sporoblastique, et souvent,
dans la spore, il n'est plus possible de Ta reconnaitre.

Le noyau du sporoblaste est souvent repoussé dans la moitid
postéricure de la cellule, opposée au sac polaire (Figs. 18, 19,
26). 1 ne semble pas avoir une forme bien définie; ce noyau
est généralement lobé et Pun des Jobes peut se trouver dans le
“eavum™ avec le polaroplaste vésiculaire (Figs. 19, 26).

0

La Vacuole Postéricure

Au pdile opposé au sac polaire, va se différencier un nouvel
organite, la vacuole postérieure (Figs. 24, 28), déji déerite par
Lom & Corliss chez Plistophora hyphessobryconts (22) puis par
Schubert chex Heterosporis finki (35, 36). Elle pourrait égale-
ment correspondre A la structure nommée “inclusion body™
observée chez Nosema sp. (42). Au pdle postéricur du sporo-
blaste, se groupent des petites vésicules & contenu dense, parfois
a cOté d'une vacuole (Figs. 31, 32); ces vésicules rappellent les
vésicules “golgiennes” A Torigine du filament polaire. Elles
semblent fusionner pour former des masses denses plus Impor-
tantes (Figs. 33-35) qui finalement formeront dans la spore, un
scul organite, la vacuole postéricure (Fig. 36). Celle-ci ecst
limjtée par une scule membrane de type unitaire comme le
filament, et il est curieux de constater I'aspect souvent identique
que présentent le filament polaire et la vacuole postéricure. Clest
pourquoi il serait intéressant de savoir si ces 2 organites sont ou
non en relation. Nos observations ne nous permettent pas pour
Pinstant de répondre & cette question,
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La Paroi

Comme nous l'avons déja signalé, et & quel stade que ce soit,
le parasite est toujours en contact direct avec le cytoplasme de
I'hdte. Pendant une grande partie du cycle, ce parasite est
limité par une paroi constituée de la seule membrane unitaire.
Ft ce n'est quen fin d*évolution, que la paroi du sporoblaste com-
mence & s'épaissic: une couche dense vient s'apposer sur la face
externe de la membrane cytoplasmique (Tigs. 25, 26). Puis
une zone plus claire vient s’insérer entre cette zone dense et Ia
membrane du sporoblaste. Ainsi la paroi définitive de la spore,
de 70-80 nm d’¢épaisseur montre 3 composantes {Figs. 27, 28):
la membrane cytoplasmique proprement dite de 8 nm, une zone
claire de 20-25 nm d’épaisseur et une zone externe sombre d’en-
viron 35-45 nm de large. L’épaisscur de cette paroi semble plus ou
moins uniforme autour de la spore; parfois elle peut cependant
&tre légererilent amincie au niveau du sac polaire,

Donc, apres toutes ces transformations sporoblastiques, la spore
mire acquiert sa structure définitive  (Figs. 27-29). Le tiers
antérieur de la spore est occupé par le polaroplaste lamellaire,
d'envivon 110-120 nim d'¢épaisseur, en forme de cloche & ouverture
basale rétrécie permettant le passage du filament polaive, et
renfermant le polaroplaste vésiculaire dont la texture est devenue
plus granuleuse. Ce polaroplaste lamellaire est coiffé, dans sa
partie supéricure, du sac polaire en forme dancre dont le contenu
parait uniformément dense; cependant on peut parfois y observer
des “structures lincaires™ rappelanc celles observées chez Glugea
stephani (15) et pouvant correspondre i la zone d'insertion du
filament sur ce sac polaire. De celui-ci part le filament qui, aprés
avoir traversé¢  obliquement  les  polaroplastes  lamellaire et
vésiculaire, s'enroule en spirale, sous la membrane plasmatique,
entourant le eytoplasme renfermant exclusivement des membranes
ergastoplasmiques et des ribosomes, et le noyau unique situé
dans la partie postéricure de la spore; il peut ainsi effectuer
Jusquit 12 tours de spires. Fn coupe transversale, la structure
de ce filament rappelle celle décerite chez une microsporidic parva-
site d'un hippocampe (21), c¢'est-d-dire 3 couches osmiophiles
concentriques de densité différente sont entourées de la membrane
limitante du filament (Figs. 29, 30). Au pdle postériewr de la
spore, diamétralement opposé au sac polaire se trouve la “vacuole
postéricure.”

DISCUSSION

Organitogenése

St dans Pensemble les aspects ultrastructuraux envisagés ici
sont en accord avee les travaux précédents effectués sur d’autres
Microsporidies (1, 7, 9, 11, 13-15, 18, 21, 22, 24-28, 30, 31, 33-
36, 39-45, 47-51, 55, 56, 58, 61-64), cetie étude montre bien
nettement la formation du filament polaire et des ses annexes
{polaroplaste et vacuole postéricure).

Le Filament Polaire—Dans le jeune sporoblaste, se différencic
un organite important, le filament polaire. Celui-ci tire vraisem-
blablement son origine d'une structure assimilable & un appareil

‘de Golgi primiuf, comme Tavaient signalé Viavra (47) puis

Sprague (37). En effet wres tor (parfois méme chez le schizonte),
nous voyons apparaitre, trés pres du noyau, un amas de petites
vésicules & contenu plus ou moins dense qui seraient i lorigine

<«

de structure compacte, part le filament (FP) qui traversera le polaroplaste vésiculaire (Pv).

X 80000. 28, 29. Coupes longitudi-

nales de spores. Le tiers antéricur est occupé par le sac polaire (sp) et les polaroplastes lamellaire (PL) et vésiculaire (Pv) entourant
la base du filament (FP). Dans les 2 tiers postérieurs se trouvent le filament (FP). le cytoplasme riche en ergastoplasme (¢) et la vac-
uole postériecure (vp). La paroi (P) est constituée de 3 zones. Fig. 28, X 54 000; Fig. 29, x 38 500.

Fig. 30. Structure du f{ilament polaire:
itante du filament (M). X 90 000.

on observe 3 couches osmiophiles concentriques (1, 2 et 3) entourées de la membrane lim-
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Figs. 31-36. La vacuole postérieure (vp) située au péle opposé au sac polaire semble se former par coalescence de vésicules & contenu

dense (fléches). Figs. 31, 32:

des “vésicules golgiennes™ A4 partiv desquelles se formera le
filament polaire. La premicre manifestation de I'élaboration du
filament polaire, est I'apparition dans le cytoplasme du jeune
sporoblaste et prés du noyau, d'une “cavit¢” de diamétre variable
et infgal & contenu mal défini. Cette “cavité” qui pourrait
résulter de la fusion de ces “vésicules™ et de cisternes du reticulum
endoplasmicue évolucra par la suite en sac polaire, Elle semble
I'équivalent du canal intraprotoplasmique décrit chez Plistophora
debaisicuxi (50) et elle est en relation avec une grande vacuole
provenant également du reticulum endoplasmique. Cette “cavité”

X 66000; Fig. 33, x 66 800; Fig. 34, X 66 500; Fig. 35, X 57 800; Fig. 36, X 69 500.

toujowrs située dans une dépression de 'enveloppe nucléaire est
en relation, par sa face opposée au noyau, avec des petites
vésicules anastomosées et a contenu dense, constituant un reticu-
lum vésiculeux golgicn. Celui-ci & Torigine du filament polaire
proprement dit, powrait provenir du reticulum endoplasmique.
Il est donc possible que la zone centrale dense du filament
provienne de la condensation du contenu de ces “vésicules.”
Draprés Weidner (61), chez Nosema sp. le filament polaire aurait
une douhle origine: condensation de matériel dense dans des sac-
cules golgiens et enveloppement de celui-ci par du reticulum
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endoplasmique. Le contenu central du filament apparait dans des
saccules cytoplasmiques du jeune sporoblaste, ce qui peut rappeler
ce qu'ont décrit Vavra (47), Manier & Maurand (24) et Lom
& Corliss (22); puis une membrane interne encercle ce matériel
et une membrane externe: élaborée A 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 observer de
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 archaique
provenant du reticulum endoplasmique hypertrophié dont les
membranes paralléles “s’interconnectent,” tandis que du matériel
dense apparait dans leur lumidre. ID’aprés les observations de
Jensen & Wellings (15) le filament polaire de G. stephani serait
formé a partir de matériel nucléaire et de produits de sécrétion
des cisternes 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), apparait en premier, issu d’un corps dense
d’origine nucléaire. Puis la partie antérieure du filament se forme
a partir de matériel dense localisé dans des cisternes périnuciéaires
et dans du reticulum endoplasmique. Ces 2 parties du filament
progressent l'une vers lautre et fusionnent, et finalement la
partie postérieure du filament polaire s’élabore i partir de la
région postérieure du complexe golgien, dont la région antérieure
serait 2 lorigine du sac polaire. L’intervention de matériel
nucléaire dans la formation du filament polaire avait déja été
signalée, en microscopie photonique, par Gibbs chez Gurieya sp.
(10) on le filament se formerait A partir d’un granule chromati-
que d’origine nuciéaire. Le probléme du réle du noyau dans
la différenciation du filament polaire est donc posé. Chez N.
vivieri, 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 & partir du complexe
vésiculeux golgien méme sa partie basale située prés du sac
polaire. Il faut cependant constater que, d’une part ce sac
polaire apparait vraisemblablement en premier mais il ne nous
est pas possible d’en préciser l'origine exacte, et d’autre part il
est toujours situé prés 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-étre un rdle dans la
genese du filament, en particulier du sac polaire, mais si réle
il y a, celui-ci est probablement indirect et actuellement il ne
nous est pas possible de le définir clairement.

A sa formation, le filament polaire a un diamétre d’environ
110-120 nm, alors que dans la spore ce diamétre n'est plus que
de 100 nm. De méme 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 externe
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 diamétre du filament dans la spore.

Le Polaroplaste Lamellaire—Le polaroplaste, décrit pour la
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Tere fois par Huger (13), apparait dans le sporoblaste lorsque le
filament polaire est entiérement élaboré et que le sac polaire a
migré au pole antérieur du sporoblaste. Il faut remarquer que
dés que le polaroplaste est formé, le filament polaire a acquis
sa structure définitive c’est-d-dire qu’il n’est plus limité que par
une seule membrane unitaire. De mé&me la grande vacuole initiale
semble avoir disparu ou s’8tre résorbée. Cependant le probléme
de la formation exacte de ce polaroplaste lamellaire n’est pas
encore résolu. D’aprés Szollosi (44), ce polaroplaste représente
les restes “réorganisés” du complexe membranaire golgien; de
méme pour Jensen & Wellings (15), il se formerait a partir
de la région antérieure du complexe golgien. Vivra (48) et
Sprague & Vernick (40) pensent que I'arrangement du polaro-
plaste serait associé A la synthése du filament polaire. D’aprés
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 Ia relation
entre le reticulum endoplasmique et le polaroplaste; cependant

-elle ne Pexclut pas. Il n’est également pas impossible que le

systéme membranaire du polaroplaste lamellaire soit en relation
avec le systtme membranaire externe du filament et de cette
grande vacuole. Ce systtme 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 hypothése et nos observations
actuelles ne nous permettent pas de le démontrer. Le probléme de
Porigine exacte de ce polaroplaste lamellaire reste donc posé.

Le réle de ce polaroplaste n’est pas défini; peut-étre sert-il
de charpente au filament . polaire, ou plus vraisemblablement
comme P'ont déji suggéré Lom & Vavra (23), joue-t-il un role
plus actif dans I’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 pdle du
sporoblaste puis de la spore, opposé au sac polaire, a déja été
observée chez d’autres microsporidies. Cependant tous les auteurs
ne l'ont pas mentionnée dans leurs observations. Elle serait
I'équivalent de ce que Sprague et coll. (42) ont dénommé “in-
clusion body” chez Nosema 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 4 partir de vésicules golgiennes, il est
possible que son contenu soit trés proche de celui du filament
(ils paraissent d’ailleurs étre aussi “osmiophiles” 'un que l'autre),
et on peut alors se demander si elle n’est pas en relation avec
I'extrémité du filament (extrémité dont la structure n'a encore
jamais été observée jusqu’ici) mais si cela était, elle pourrait
également jouer un rdle dans lextrusion du filament polaire.
Drailleurs selon Weidner chez N. lophii (62) le filament polaire
passe dans la vacuole postérieure.

La Paroi et la Limite Héte-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 I'hOte et sans aucune relation avec lui,
contrairement a d’autres Nosematidae qui sont isoiées dans une

vacuole; cette paroi ne commence i s'épaissir que chez les
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sporoblastes agés, en fin d’évolution. Chez Nosema apis (64), il
en est de méme, mais autour de la cellule-parasite, il y a toujours,
en certains endroits, concentration d’organites de la cellule-hote,
et principalement des mitochondries. Chez Nosema algerae (49),
dés les plus jeunes stades, une couche dense de matériel amorphe
recouvre la membrane unitaire comme chez la Nosema sp. du
crabe Callinectes sapidus (42, 61), ol le sporoblaste est recouvert
d’une pellicule extramembranaire dense avec des microtubules
disposés perpendiculairement & la surfuce du parasite; chez
Telomyxa glugeiformis (7), une couche, constituée de petites
vésicules ou de cisternes irrégulieres aplaties, qui peuvent méme
étre en contact avec la membrane du schizonte, entoure ce
dernier. Chez les Metchnikovellidae (11, 55, 59), les sporoblastes
se trouvent dans une “vacuole parasitaire” considérée comme un
pansporoblaste. Le développement d’Encephalitozoon cuniculi
(1, 41) se fait dans une vacuole de la cellule-hite. Chez Glugea
sp. (39), la membrane de la future “vacuole de sporogenése”
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
Plistophora (22, 25), Tuzetia (26), Mrazekia (34), Caudospora
(48), Thelohania (24, 47), Heterosporus {36); cependant si
nous avons observé des stades 2 2 ou plusieurs noyaux, il est
vraisemblable que cela est d& a4 un décalage entre caryodiérése
plutdt qu'a Pexistence d’un véritable stade plasmodial; les stades
a plusieurs noyaux sont éphémeéres puisqua 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 microtubules
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 Vavra. Chez
Nosemoides vivieri, nous avons trouvé entre les sporoblastes issus
des divisions d’un méme schizonte uninucléé, des formations plus
ou moins vésiculaires et peut-&tre méme tubulaires rappelant
celles décrites par Vavra 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 méme forme uninucléée
sont souvent disposés en “rosettes” ou en “chaines” et sont tous au
méme stade de développement (il y aura d’ailleurs synchronisme
dans leur évolution ultérieure). Ce phénomeéne 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 'hote. La provenance de ce matériel dense est inconnue;
est-il directement synthétisé par le parasite, ou bien dérive-t-il
de substances métabolisées par la cellule-hdte; 1a question reste
posée.

D’autre part, un caractére cytologique important des micro-
sporidies est I'absence de réserves et surtout de mitochondries;
ceci certainement 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 fagon et aux dépens de I'hote.

Les formes végétatives de Nosemoides viviers, limitées par une
simple membrane cellulaire classique sont en comtact direct
avec le cytoplasme de ’héte; nous n'avons pas observé, au niveau
de la membrane du parasite, de structures pouvant témoigner
de Dexistence d’échanges héte-parasite. Vivier & Schrével (59)
ont décrit, chez Metchnikovella hovassei des digitations de la paroi
du parasite accolées  certaines structures du cytoplasme de I’héte,
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suggérant une absorption directe d’éléments nutritifs de ’héte 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-hote 4 la surface des jeunes
schizontes de Nosema apis. Sprague & Vernick ont observé
une continuité cntrc la membrane cellulaire des jeunes stades
de Glugea weissenbergi (39) et le reticulum endoplasmique de la
cellule-héte. Lom & Corliss (22) suggérent que chez P. hyphes-
sobryconis les réactions enzymatiques se situeraient au niveau de
“petits assemblages de lamelles ergastoplasmiques et de vésicules
a surface lisse.,” Vivier & Schrével (59) pensent que M. hovassei
“tire son énergie d’un phénoméne de glycolyse anaérobie a partir
du glucose puisé chez 'hote.”

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

Un probléme important qui apparait au sujet de cet hyper-
parasite concerne la détermination générique car il touche a
la fois le cycle et la cytologie. En effet la détermination des
microsporidies était basée sur des critéres établis 3 partir de la
microscopie photonique, lesquels ont été complétement boule-
versés par les apports de la microscopie électronique, si bien
qu'aujourd’hui, les critéres relatifs au cycle et ceux relatifs a
la structure des différents stades ne sont pas toujours concordants.
Par ailleurs, les observations ultrastructurales sur les microspori-
dies sont encore trés insuffisamment avancées pour permettre
d’avoir une vue nette et claire des éléments & 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 lintestin du Nemerte Lineus viridis), le nom de Nosema
vivieri (53, 54). En se référant au chapitre sur les microsporidies
d’aprés Poisson (32), et suivant les essais de classification de
Kudo (17), Tuzet et coll. (46), Sprague (38), il semblait que
ce parasite soit unc Nosematidae du genre Nosema.

Le genre Nosema est en effet caractérisé par 'existence d'un
seul filament polaire dans la spore plus ou moins ovoide ou
piriforme, et le fait qu'un seul sporoblaste forme toujours une
seule spore. La famille des Nosematidae est “apansporoblastique”
et la sporogonic de cctte espéce seffectue 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,
aprés la forme uninucléée, un stade & “diplocaryon” (c’est-a-dire
2 noyaux accolés) qui peut subsister pendant le reste du cycle.
Sclon Cali (4), ce diplocaryon scrait caractéristique du 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 observé de diplocaryon.
Il apparait donc que, de ce point de vue, cette microsporidie ne
puisse &tre une Nosema. D’autre part les sporoblastes sont
toujours uninucléés ce qui pourrait rapprocher cette espéce du
genre Encephalitozoon mais chez celui-ci le parasite se trouve
toujours dans une vacuole de la cellule-hdte. Selon Sprague
(38) les microsporidies du genre Nosema forment des sporoblastes
par paires et il faut alors les considérer comme des espéces
disporées (et non plus monosporées), ceci suivant le fait que
2 sporoblastes fils proviennent de la division d’une méme cellule-
mére. En ce qui concerne l'espéce étudiée ici, il est difficile de
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dire s'if en est de méme, car si nous observons des groupes de
jeunes sporoblastes (qui sont au méme stade de développement),
il n’est pas possible de dire s'ils proviennent d’une méme cellule-
mére ou de plusieurs cellules s'étant divisées en méme temps.
Dans le ler cas, on aurait alors une espéce “plurisporée” et dans
le 2e, une espéce “disporée.” D’autre part, une espéce “pluri-
sporée” laisse suggérer l'existence d’un stade plasmodial. Or
ce stade ne parait pas exister dans le cas envisagé ici, 2 moins
qu’il soit trés fugace. Il est certain que nous avons observé des
stades A plusieurs noyaux, mais ceux-ci ne ressemblaient pas a
des plasmodes, et nous pensions qu’ils étaient di & un retard de
la cytodiérése par rapport 4 la caryodiérése.

C'est pourqudi cette espéce ne peut étre rapprochée du genre
Perezia qui présente selon Léger & Duboscq (20) des “schizontes
plasmodiaux;” de plus, ce dernier genre n’a encore fait 1’objet
d’aucune étude ultrastructurale et on ne sait pas s'il posséde 1
ou 2 noyaux (diplocaryon).

Par conséquent, il apparait 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
'absence, 2 quel stade que ce soit, de diplocaryon. Cela justifie
donc la substitution du genre nouveau Nosemoides au genre
Nosema. Actuellement, les critéres 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 2 titre provisoire,
ce nouveau genre dans la famille des Nosematidae, ceci dans
I'attente de données équivalentes sur les autres genres et espéces
de microsporidies.

Nosemoides gen. n.

Diagnose.—Parasite uninucléé toujours en contact direct avec
le cytoplasme de I'héte (2 quel stade que ce soit); absence de
stade plasmodial; schizogonie aboutissant 4 la formation de
sporoblastes souvent disposés en “rosettes” ou en “groupes,”

chaque sporoblaste évoluant en une seule spore.

Nosemoides vivier:

Diagnose~Microsporidie a spores ovoides (2,5-3 um sur 1-1,5
wm) munies d’un filament polaire; absence de stade plasmodial
et de pansporoblaste.

Héte.—La grégarine Lecudina linei Vinckier, parasite intestinal
du Nemerte Lineus viridis (Fabricius) Johnston.
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D - Remarques sur la position systématique de 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-héte.
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 a des formes plasmodiales, elles sont plutdt dues au
décalage entre caryocinése et cytodiérése ou au fait que plusieurs caryocinéses peuvent se
produire avant qu'il n'y ait cytodiérése. Mais la présence de sporoblastes au méme stade
d'évolution, disposés en rosette ou en groupe, peut laisser supposer le caractére 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 N&geli 1857 (VINCKIER et Coll.,, 1970, 1971) sous le
nom de Nosema vivieri, et placé, au moins a titre provisoire, dans la famille des Nosematidae
(VINCKIER 1975). Mais I'absence de diplocaryon tout au long du cycle et son caractére
polysporé écarte définitivement le genre Nosemoides du genre Nosema Nageli 1857 dont les
deux principales caractéristiques sont selon CALl (1971) et SPRAGUE (1978), la présence
d'un diplocaryon et le caractére disporé. De méme, 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'aprés cet auteur, cetje famille ne
comprendrait que les genres Nosema, Ameson et Ichthyosporidium.

La creation de ce nouveau genre Nosemoides a été justifiée et confirmée par
I'etude ultrastructurale de Nosemoides simocephali (LOUBES et AKBARIEH 1977), puis de

Nosemoides tilapiae (SAKIT! et BOUIX 1987), ces auteurs basant leur détermination sur le
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développement au contact direct du cytoplasme-héte, I'absence de diplocaryon et le caractére
polysporé du parasite. Dans leur discussion, LOUBES et AKBARIEH (1977) ont été amenés &
rapprocher le genre Nosemoides du genre Unikaryon créé par CANNING, LAl et LIE (1974) a
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. | définit cette nouvelle famille qui comporte des parasites a caractére
polysporé ou disporé, comme sporulant en contact direct avec le cytoplasme de la cellule-héte et
dont les sporoblastes sont uninucléés et les spores de forme ovoide. CANNING et Coll. (1974) ont
créé et défini le genre Unikaryon a partir d'observations faites en microscopie photonique,
genre confirmé aussitdt aprés par CANNING et NICHOLAS (1974), aussi bien en microscopie
photonique qu'électronique, a propos de Unikaryon legeri (DOLLFUS, 1912) initialement
nommée Nosema legeri, microsporidie a caractere disporé. Ces auteurs signalent cependant la
présence fréquente de spores mires dans des vacuoles parasitophores. Quant au genre Perezia,
validé définitivement par ORMIERES et Coll. (1977) & propos de l'espéce type Perezia
lankesteriae LEGER et DUBOSCQ 1909, microsporidie apansporoblastique et de caractére
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 étre rapprochés notamment par leur ressemblance ultrastructurale, l'absence
de pansporoblaste, I'existence de sporoblastes uninucléés et de spores de forme ovoide, ils

paraissent également trés différents les uns des autres. VAVRA et Coll. (1981), en analysant les
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caractéres susceptibles de définir les genres chez les microsporidies, signalent la difficuité a
fixer correctement le niveau d'importance de ceux utilisés pour la définition de chaque genre. Si
les grandes lignes de la classification (SPRAGUE, 1877; 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 3 mesure que des données nouvelles

apparaitront.



57

CHAPITRE IV

ETUDE DE LA MICROSPORIDIE NOSEMA APIS
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INTRODUCTION

La nosémose des abeilles connue depuis longtemps reste néanmoins d'actualité,
ne serait-ce que pour son impact économique vis a vis des apiculteurs. Si beaucoup d'auteurs se
sont intéressés au cycle et & la cytologie du parasite proprement dit Nosema apis,
I'épidémiologie de la maladie a également suscité de nombreux travaux, de méme que les
recherches en vue d'optimaliser les conditions de production du miel vont de pair avec une
meilleure connaissance des interactions entre I'abeille et son environnement écologique.

Si tous les travaux publiés jusqu'ici concernant la cyto-physiologie ont
apporté énormément de données intéressantes quant 3 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 & étre précisés. C'est pourquoi nous avons repris 'étude des
différents stades du cycle de Nosema apis a la lumiére des renseignements apportés par la

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

RESULTATS

Si certaines microsporidies, chez leurs hétes 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-hdte, du sporoplasme représentant le stade infestant, et se termine avec la
différenciation des spores permettant la dissémination de la maladie mais pouvant également
étre 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.
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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-héte. S'il est possible de rencontrer ces différents stades répartis dans
toute la cellule, il arrive souvent que les stades de 'une des deux phases prédominent sur ceux
de l'autre phase. |l faut aussi remarquer qu'il est trés difficile d'observer le sporoplasme et de

distinguer le méronte 4gé (ou de derniére génération) du jeune sporonte.

A) La phase végétative ou mérogonie

Aprés pénétration dans la cellule-héte, le parasite se muiltiplie 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-h6te. Nous n'avons jamais observé ce stade de durée
trés bréve. Selon ISHIHARA (1968) chez Nosema bombycis, WEIDNER (1972) puis WEIDNER
et TRAGER (1973) chez Nosema michaelis, le sporoplasme ressemble & une cellule trés simple
contenant |'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 aprés 15 & 20 minutes de séjour dans la cellule-héte alors que débute la synthése

du réticulum endoplasmique : le sporoplasme se transforme ainsi en méronte et les organites
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cytoplasmiques se différencient. WEIDNER et Coll.. (1984) pensent que, chez Glugea hertwigi
et Spraguea lophii, lors de I'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 (1985) 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 'endospore.

2) Les mérontes

a) Structure générale

Les mérontes, répartis dans les cellules épithéliales intestinales, sont en
contact étroit avec le cytoplasme-hdte. De forme approximativement sphérique ou ovale, de 4 &
5 um de diameétre, ils sont limités par une simple membrane plasmique (figs.9 et 10). Les tout
jeunes mérorites, comme l'ont remarqué YOUSSEF et HAMMOND (1971), ont une forme moins
bien définie et quelque peu amoeboide et plus le méronte est 4gé, 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
regulierement dans la cellule, est parfois dilaté en petites vésicules (fig.8); par la suite ce
réticulum se dispose souvent en lignes plus ou moins concentriques autour de l'appareil
nucléaire; il peut alors étre en relation avec un ou deux amas de petites vésicules a contenu
relativement dense, assimilables & 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
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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 représenté, 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. |l
n'y a ni grains de réserves ni mitochondries, ce qui est typique chez les microsporidies. Le
méronte parait également réguliérement encerclé par du réticulum endoplasmique-héte
(figs.9, 10).

En cryofracture, sur les répliques ou la fracture a traversé la cellule suivant
n'importe quel plan (fig.11), 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 -hote.

b) La membrane plasmique

La membrane cellulaire est la seule membrane qui sépare le parasite du
cytoplasme de la cellule-héte. Elle est constituée par une membrane plasmique typique, bordée
extérieurement, de fagon plus ou moins discontinue, par du réticulum endoplasmique-héte
(figs.9, 10).

Sur les répliques obtenues en cryofracture, lorsque la fracture suit le milieu
de la membrane plasmique, la surface de I'une ou de I'autre des deux hemimembranes peut alors
étre observée : la fig.12 montre la face P de la membrane plasmique avec de nombreuses
particules intramembranaires de diamétre assez uniforme (7,5 - 10 nm) et assez
régulierement réparties sur toute I'hémimembrane (environ 1440 PlM/umz). La cellule
parait bordée par une "ligne" de granules de diamétre Iégérehent plus grand (9-11 nm) de

signification inconnue (peut-étre du réticulum endoplasmique-héte ?)
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c) Le diplocaryon

Chez Nosena apis, I'appareil nucléaire est représenté par deux noyaux
étroitement accolés constituant le diplocaryon, présent 4 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 fagon totalement synchrone au cours du cycle cellulaire. Chacun d'eux
parait avoir la structure typique du noyau de la cellule eucaryote. Leur forme est plus ou moins
ronde, parfois légérement ovale, avec un diameétre d'environ 1,6 um. lIs sont cependant pius ou
moins aplatis au niveau de la zone d'accolement (figs.9, 10, 16). Chaque noyau posséde sa
propre enveloppe nucléaire, comme ['avait déja signalé VAVRA (1965, 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 apparait 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.18),
ces deux enveloppes nucléaires forment une zone dense dont I'épaisseur totale peut varier de 30
a 37 nm. A cet endroit les deux enveloppes d'environ 14 3 17 nm d'épaisseur chacune, sont
séparées par un espace de 6,5 2 9 nm de large. Il semble que celui-ci soit vide et clair et ne
constitue pas comme chez Ameson michaelis (WEIDNER, 1970) un étroit pont cytoplasmique.
Il apparait cependant qu'au niveau de l'aire de contact, les enveloppes nucléaires sont moins
épaisses (14-17 nm), probablement par réduction de I'espace périnucléaire, que sur le reste
du pourtour du noyau ol leur épaisseur peut varier de 24 a2 30 nm. Le fait que les membranes
nucléaires externe et interne, dans cette zone, soient plus rapprochées l'une de l'autre, les fait
apparaitre plus denses aux électrons comme le soulignent SPRAGUE et Coll. 1968, ORMIERES
et SPRAGUE 1973, & la différence prés que ces auteurs décrivent les membranes nucléaires

comme étant plus épaisses au niveau de la zone d'accolement. YOUSSEF et HAMMOND (1971)
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parlent également, chez Nosema apis , d'une couche dense au niveau de la zone de contact des
deux noyaux, due & la réunion ou a 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
derniérement, 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 a face, laissant supposer l'existence d'un systeme de "canaux
internucléaires” au niveau de ces pores.

La membrane nucléaire externe, parsemée de ribosomes cdté 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 & contenu plus ou moins opaque aux électrons, et baignant dans une matrice
relativement homogéne d'aspect plus dense que le cytoplasme environnant (figs.10, 13, 14,
15), comme l'avaient remarqué YOUSSEF et HAMMOND (1971). Ces amas vésiculaires, souvent
situés pres des noyaux, sont considérés comme étant un appareil de Golgi de type primitif
(VAVRA, 1965).

Le nucléoplasme présente un aspect homogeéne, surtout chez les jeunes
mérontes, avec la chromatine finement dispersée, la lamina n'étant pas visible (figs. 10, 16).
Chez des mérontes plus &gés, on peut déja voir quelques aggrégats d'hétérochromatine (figs.9,
25).

Sur les répliques obtenues par cryofracture, le diplocaryon peut étre 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 étre tangentielle et fracturer en leur milieu les deux membranes de

I'enveloppe nucléaire, soit associer ces deux possibilités. Les différents cas rencontrés sur nos
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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
ribonuciéoprotéines. 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 diamétre et
dont la densité et la répartition varient suivant les faces observées. D'une fagon générale les
faces E des deux membranes nucléaires paraissent toujours plus lisses que les faces P ol les
PIM sont beaucoup plus nombreuses (figs.17, 19, 20, 21, 22, 23, 24). LIU (1972) avait
remarqué le méme phénoméne 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 PIM/um2 sur la face EFe et 1098 PIM/um2 sur la face PFi. Sur la
figure 22 la densité des particules est approximativement semblable : 236 PIM/ umz sur EFe
et 1178 PIM/um2 sur PFi. Cependant sur cette derniére figure il parait 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 PIM/um2 sur PFi) et régulierement
reparties tandis qu'en s'éloignant de cette zone elles deviennent moins denses (environ 1178
PIM/;Lm2 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 ou vers la zone d'accolement, toujours sur PFi, les particules sont trés denses
{environ 2410 PIM/p.mz) et distribuées de fagon homogéne, tandis qu'en s'éloignant vers le
pdle opposé, on retrouve la répartition en réseau. Ceci parait 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 particulirement actif, et
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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 caryocinéses 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
dl ou ne favoriserait-il pas cette synchronisation ? Nos observations ne permettent pas de
résoudre ces probiémes.

Si les faces EFe et PFi des membranes nucléaires sont relativement faciles a
observer, les faces PFe et EFi sont par contre plus difficiles & mettre en évidence et en général,
uniquement sur de petites surfaces : les figs. 17, 21, 22 et 24 suggérent 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, parait 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 trés restreinte de PFe
les PIM sont plus denses vers la zone d'accolement. LIU (1972), chez Thelohania bracteata,
suggére 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,
I'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 étre observés sur toutes les faces

fracturées des membranes nucléaires : leur diamétre est d'environ 74-76 nm et leur
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répartition est le plus souvent assez irréguliere (figs.11, 17, 19, 20, 22, 23, 24). Chez les
mérontes observés, la densité de ces pores varie de 35 a 48 pores/umz. 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 l'organogenése de la
spore, et donc stade ou 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 I'a suggéré LIU
(1972), que l'activité nucléaire des mérontes soit peu importante.

Le nucléoplasme, de structure finement granuleuse et plus ou moins homogene,
présente des particules chromatiniennes, d'environ 8-8,5 nm de diametre, relativement peu
denses (environ 750 particules /umz) et discrétement groupées en amas dessinant un réseau
plus ou moins net (figs. 11, 17, 19, 20, 21, 27). I} n'est pas possible de distinguer dans ce
nucléoplasme ni lamina, ni aggrégats chromatiniens.

Le diplocaryon, composant nucléaire constitué par "l'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 I'appareil nucléaire apparait 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 & 20 nm de diameétre. La présence de
ceux-ci, de méme que celle d'agrégats chromatiniens rappelant des chromosomes dans les deux
noyaux adjacents, peuvent suggérer une figure de caryocinése.

Le méme type de figure a pu étre observé en cryofracture (fig.27) mais aucun

aggrégat chromatinien n'est différencié dans le nucléoplasme. Un autre type de figure
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diplocaryotique, pour autant qu'il s'agisse d'un véritable diplocaryon, apparait sur les
microphotographies 28 et 29 ou il semble y avoir un simple noyau replié en U dont les deux
branches verticales, pratiquement accolées, réduisent 2 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
méme microsporidie, il n'existe qu'un simple noyau, la forme en U n'apparaissant seulement
que dans les spores. Un troisiéme cas de figure atypique a également été observé, mais tres
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 30 nm de large, la
membrane nucléaire externe étant continue d'un noyau a l'autre. Seules donc les membranes
nucléaires externes auraient fusionné, et seraient donc absentes au niveau de la zone
d'accolement ou les deux noyaux ne se juxtaposent que par leurs seules membranes nucléaires
internes. La signification de ce phénoméne est énigmatique, bien qu'il aurait pu s'agir d'un début
de caryogamie, mais si caryogamie il existe, celle-ci intervient généralement & un moment
précis du cycle, or ici ce phénoméne de "fusion" a été observé aussi bien au stade méronte qu'au

stade sporoblaste.

3) La phase de multiplication des mérontes

a) La caryocinése

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

de plasmodes temporaires plurinucléés (généralement tétranucléés).
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Chez Nosema apis, comme chez les autres microsporidies, la division nucléaire
s'effectue sans disparition de I'enveloppe nucléaire et procéde comme une cryptomitose
acentriolaire (figs.34, 35, 36, 37, 38) selon la terminologie de HOLLANDE (1972). Ce type de
division a été trés 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 & 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 I'enveloppe nucléaire
(VIVIER 1979) au niveau d'une petite dépression (figs.35, 36, 37, 38), parait 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 cété interne
(intranucléaire), prend racine le fuseau mitotique (figs.36, 37); du cété externe
(extranucléaire), il existe toujours, au niveau de la plaque, des petites vésicules a contenu plus
ou moins dense (figs.36, 37), généralement au nombre de trois comme l'ont signalé YOUSSEF et
HAMMOND (1971). BERREBI! (1978) a observé le méme phénoméne 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 I'un des deux lots de chromatides (HOLLANDE, 1972). Puis les deux plaques
polaires vont s'écarter 'une de l'autre et gagner progressivement (fig.35) les pdles opposés du
noyau, entrainant ainsi les chromatides qui leur sont rattachées par l'intermédiaire des
microtubules kinétochoriens; I'image de division obtenue est alors une pseudo-métaphase
(DESPORTES, 1976). La fig.34 représente déja un début d'anaphase avec la séparation des

chromatides. Le fuseau mitotique est constitué de microtubules continus et de microtubules
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chromosomiques ou kinétochoriens d'environ 25 nm de diametre, rattaches aux chromatides
{fig.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 paralléles a la ligne d'accolement des deux noyaux.

b) La cytodiérése

La cytodiérese (fig.39) qui semble intervenir peu de temps aprés la
caryocingse, est marquée par l'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 légérement a ce niveau, les deux invaginations allant a la rencontre I'une de l'autre.
Au cours de notre étude nous n'avons rencontré que trés 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 celiules parasitaires pouvant contenir jusqu'a

six diplocaryons.

B) La phase de sporulation ou sporogonie
Cette phase, essentiellement caractérisée par une différenciation cellulaire

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

1) Les sporontes
a) Le sporonte proprement dit
Selon VAVRA (1865, 1973, 1976) le début de la phase de sporulation est

marqué par I'épaississement, coté externe, de la membrane cellulaire du parasite et CALI
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(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 & 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 ovoide, d'environ 8 a 9 um de
long sur 4 2 5 um de large, est caractérisé par un cytoplasme homogéne, 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, a 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 & un dépot, coté externe, de matériel dense d'environ 18 a 20
nm d'épaisseur. Ce dépét, localisé initialement aux deux extrémités du sporonte (figs.40, 41)
est discontinu, formant ainsi des zones épaissies (membrane plasmique et dépdt) 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 sporonte va se diviser une seule fois pour former deux sporoblastes. La
caryocinese précédant toujours la cytodiérése, des stades plasmodiaux se forment. Cependant
ceux-ci ne possédent jamais plus de deux diplocaryons (figs. 42, 43, 45, 46, 48, 49). Pendant

la durée de ces stades le dépdét de matériel dense sur la membrane plasmique se poursuit
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(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 méme forme ovoide
ils mesurent environ 8 4 9 um de long sur 4 & 5 um de large; leur cytoplasme, légérement
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 a
nucléoplasme homogéne, montrent une plage plus dense pouvant correspondre & un nucléole
(figs. 42, 48, 49). lls sont limités par une paroi constituée de la membrane plasmique
recouverte extérieurement d'un dépét de matériel dense d'environ 20 nm d'épaisseur.

[l apparait donc que la seule différence structurale entre le dernier stade
schizogonique et le premier stade sporogonique, soit I'apparition chez ce dernier d'un dépét de
matériel dense sur la membrane plasmique. Cependant YOUSSEF et HAMMOND (1971), chez
Nosema apis parasite d'abeilles d'été, montrent deux figures qu'ils nomment respectivement
schizonte et sporonte, avec sur la premiére un début de dépdt de matériel dense sur la
membrane plasmique, et sur la deuxieme un depét déja beaucoup plus étendu mais encore
discontinu. C'est pourquoi dans notre étude nous avons considéré comme sporonte toute cellule
parasitaire sur laquelle apparait le moindre dépét, 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'organitogenése 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 morphogenése concerne trois types de structures :

- le filament polaire et ses annexes : polaroplaste et vacuole postérieure,
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- la paroi de la spore.

- le cytoplasme et les organites cellulaires classiques (= sporoplasme).

Nous nous intéresserons plus particulierement aux deux premiers types de
structures dont les transformations sont trés spectaculaires et importantes en regard de celles
intervenant au niveau du cytoplasme. Le filament polaire et ses annexes constituent en effet le
systéme mécanique qui permettra, lors de I'évagination du filament, "d'injecter” le sporoplasme
(ou “germe") dans une nouvelle cellule-héte, lequel sera a l'origine d'un nouveau cycle du
parasite. La paroi de la spore, quant & elle, constitue a Ia fois une protection efficace contre
toute agression extérieure et un réactif, en conditions favorables, aux stimulis exogénes qui
permettront 'activation de la spore et le déclenchement du processus d'extrusion du filament

polaire .

a) Le filament polaire et ses annexes
L'événement primordial de cette transformation sporoblastique est
incontestablement constitué par la formation du filament polaire, du polaroplaste et de la
vacuole postérieure. Cette phase trés complexe peut étre 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 I'appareil de Golgi comme ['ont signalé YOUSSEF et
HAMMOND (1971). Cette origine décrite pour la premiere fois par VAVRA (1965), est
actuellement reconnue par tous les auteurs, le probléme étant de savoir si ce Golgi est seul &
intervenir, ou bien si d'autres structures cellulaires, comme le réticulum endoplasmique, ne

pourraient pas aussi participer directement ou indirectement a I'élaboration de cet organite.
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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-héte, prend une importance considérable dans le sporoblaste lors de I'élaboration du
filament polaire, puis semble disparaitre dans la spore mature. Chez les schizontes (figs 10,
13, 14, 15), il a souvent été observé, soit prés du diplocaryon, soit dans le cytoplasme
environnant, un amas de petites vésicules a contenu plus ou moins dense, assimilable a un
appareil de Golgi primitif (VAVRA, 1965). Ces vésicules peuvent étre en relation soit avec la
membrane externe de l'envelopppe nucléaire (figs 13, 14), soit le réticulum endoplasmique
(figs 10, 15), elles seront, dans le sporoblaste, a 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 110, 111, 112) et situé au pdle apical de la spore,
immédiatement sous la paroi sporale. De ce sac polaire, le filament descend longitudinalement de
fagon rectiligne vers le centre du sporoblaste, puis s'enroule en spirales dans la moitié
postérieure de celui-ci (figs 110, 111, 112, 114, 115).

* Le sac polaire

La premiére manifestation de I'élaboration du filament polaire est
'apparition, dans le cytoplasme du jeune sporoblaste, d'une nouvelle structure & contenu
finement granulaire et moyennement dense, en partie limitée d'un c6té par une membrane
unitaire (figs. 50, 51, 52, 53) et ouverte, du cété 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 I'enveloppe nucléaire comme
chez Nosemoides vivieri, est a l'origine du sac polaire formé par coalescence de ces vésicules
golgiennes (figs. 50, 51, 52, 53), qui seront également & l'origine du filament- polaire (figs.
56, 57, 58, 59, 60). La fig. 53 suggére 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
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plus dense au fur et & mesure de la transformation sporoblastique, va trés vite migrer au pdle
apical de la future spore (figs 54, 55). Presque simultanément apparait vers le péle opposé,
une autre structure dense (fig. 54) paraissant également en relation avec les vésicules
golgiennes (fig. 55) et qui pourrait étre & 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 diamétre du filament n'est pas constant et peut varier entre 120 et 250 nm
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 a 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 parait alors constitué de deux cylindres emboités séparés par une zone claire (zone
moyenne) d'épaisseur variable (25 & 50 nm) : l'externe (= zone externe) épais de 18 a 30 nm
comprend la membrane unitaire et 1a partie dense sous-jacente, et l'interne (= zone centrale
axiale) de 40 2 60 nm de diamétre, 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 a mailles plus ou moins hexagonales
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(fig.58) rappelant les rayons d'abeilles, ou des sections de filament de diameétre beaucoup plus
important comprenant une ou plusieurs zones centrales axiales (figs. 56, 57, 58, 72, 86, 95,
96), ou encore des sections de diametre plus réduit, dépourvues d'axes centraux, et pouvant
étre accolées 4 des sections typiques (figs. 56, 57). Ceci semble aussi avoir été observé par
SPRAGUE et VERNICK (1974) chez Ichthyosporidium sp.. Parfois ces vésicules paraissent aussi
étre en rapport avec des granules denses de taille variable (figs. 56, 57, 58, 95, 96). Parmi
'amas de vésicules golgiennes, on peut observer également une zone ou celles-ci, plus espacées
les unes des autres, sont en partie séparées par d'autres vésicules 2 contenu clair et dont
l'origine pourrait étre 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), Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et MAURAND, 19786), Thelohania
corethrae (LARSSON, 1986). Dans d'autres cas, 'appareil de Golgi peut méme prendre un
aspect tout a fait particulier (figs. 67, €8, 69) : en effet il apparait alors constitué de saccules
trés aplatis & contenu trés dense, soit empilés les uns sur les autres (fig.67), soit disposés de
fagon concentrique (fig.68). Les vésicules golgiennes se formant aux extrémités de ces saccules
peuvent se dilater directement, soit en des sections circulaires de diamétre réduit et
dépourvues de zone centrale dense, soit en granules de forte densité (figs. 69, 70, 71). Une
disposition similaire du Golgi a été observée chez Hirsutosporos austrosimuli par BATSON
(1983) et chez Amblyospora pinensis par KETTLE et PIPER (1988).

Comme nous l'avons déja sighalé (figs.50, 51, 52), il a été souvent observé,
dans le cytoplasme du sporoblaste, une ou deux vacucles (mais peut-étre s'agit-ii de deux
sections de la méme vacuocle ?) (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 & la limite sac polaire-filament (fig.74), soit plus loin le long de ce dernier (fig. 75).

Cette vacuole peut également étre en relation avec le réticulum endoplasmique (fig. 73). Une
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telle structure a été observée chez Nosemoides vivieri en début de sporoblastogenése, ol elle est
en continuité avec la membrane du sac polaire. Sa signification reste énigmatique. Cependant
BERREBI (1978, 1979), chez Glugea atherinae, décrit une "vacuole commune” incluant des
sections de 'axe dense du filament ; puis celui-ci passe au travers de la paroi de la vacuocle et
dés lors, la zone moyenne claire et l1a zone sombre périphérique s'organiseront autour de cet axe
a 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 a I'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 diametre du filament polaire, pendant sa genése, n'est pas régulier et peut
varier du simple au double (120-250 nm) d'un sporoblaste a l'autre, et dans un méme
sporoblaste, d'une portion de filament a une autre. Cependant ce diameétre se régularisera en fin
de transformation sporoblastique et sera d'environ 100 nm dans la spore. Simultanément,
lorsque le sac polaire aura migré au péle apical de la future spore, le sporoblaste, de contour
plus ou moins circulaire ou déja légérement ovale (figs. 54, 55), va s'allonger de plus en pius
selon l'axe sac polaire-vacuole postérieure, pour prendre une forme nettement ovoide (figs.
72, 84, 85, 86, 87), et son cytoplasme sera alors caractérisé par la présence d'un réticuium
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 a celles observées sur coupes fines. Le filament
polaire qui se forme & la périphérie de '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
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cependant plus que la face P. Immédiatement sous cette membrane, se trouve un anneau
périphérique de quelques particules correspondant a la zone sombre adjacente a 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 réguliérement disposées selon un anneau de 50 nm de
diamétre environ.

Le diameétre de toutes ces particules intramembranaires semble compris entre
7 et 9 nm.

Sur toutes les répliques observeées on retrouve cette méme structure du
filament polaire (figs 87, 88, 89, 90, 91, 92). En début de formation, le filament polaire
parait parfois trés dilaté en certaines zones (figs.88, 89) : ceci rappelle certaines sections de
diamétre 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 PIM/um2 sur la face P ol elles sont assez régulierement dispersées et 1020
PIM/um2 sur la face E ou leur répartition semble plus hétérogéne. 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 I'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
trés peu de particules, excepté chez Tuzetia sp. ou 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 : 'une concave, l'autre convexe, pouvant donc

correspondre respectivement aux faces P et E, la face concave possédant une population de
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particules plus importanie que la face convexe, c'est & dire le contraire de ce que nous avons
observe.
* Insertion du filament polaire sur le sac polaire

Le sac polaire, de forme ovoide, va migrer assez 6t a un pdle du sporoblaste,
futur péle apical de la spore. Son contenu, d'abord finement granulaire et de faible densité, va
devenir de plus en plus opaque au fur et 2 mesure de I'élaboration du filament polaire (figs. 76 a
83). A l'endroit ou 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, 'axe central du filament polaire pénetre dans le sac polaire ou il se
dilate en “téte de clou" {fig.81) comme I'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 pénétre dans le sac polaire ol elle parait constituer une espéce
d'anneau basal stratifié (figs 80, 82) qui pourrait correspondre a ce que VAVRA (1976) a
appelé "charniére". Celle-ci est coiffée d'une sorte de capuchon granulaire a la périphérie
duquel et & la limite de la zone plus claire, il existe au moins cing densifications (fig.82). Plus
tard, dans la spore (figs 112, 113), ces structures vont se condenser, et le sac polaire va
devenir extrémement aplati (8 2 12 nm d'épaisseur) assez difficilement distinguable des
lamelles du polaroplaste qu'il coiffe a la maniére 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 1978,
1979), Mrazekia brevicauda (GOTZ 1981) et Amblyospora culicis (TOGUEBAYE et

MARCHAND 1986).
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B) Le polaroplaste
Le polaroplaste est une nouvelle structure qui se forme en fin de genése 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 parait
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
apparait, dans la partie antérieure du sporoblaste, des vésicules plus ou moins allongées
dérivant probablement du réticulum endoplasmique, qui viennent se placer soit parallélement a
la partie basale rectiligne du filament, soit sous le sac polaire (figs. 93, 94). Ces vésicules
semblent étre a l'origine du polaroplaste lamellaire dont la différenciation doit étre trés rapide
car nous n'avons jamais pu observer les différentes phases de son élaboration. Ces vésicules
vont s'étirer fortement pour former des espéeces de saccules aplatis, empilés les uns sur les
autres, dont I'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 fagon rectiligne l'intérieur de cette cloche (figs.110, 111). Ce polaroplaste lameliaire
semble donc étre I'hnomologue 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. 110, 111). Cet empilement, trés lache au début (fig.110)
se resserre de plus en plus au fur et @ mesure de la maturation de la spore (figs.111, 112,114,
115) donnant un aspect feuilleté au polaroplaste, lamelles dont I'épaisseur varie entre 9 et 20
nm et séparées les unes des autres par un espace de 8 a 24 nm. Cette structure lamellaire est
d'autant plus compacte que l'on passe de la partie interne & la partie externe de la cloche (figs.

111, 112, 115).
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En cryofracture, le polaroplaste lamellaire, en début de différenciation
(fig.97) parait également constitué par un empilement de lamelles aplaties séparées, a ce stade,
par un espace granulaire dont I'épaisseur varie entre 35 et 44 nm. La face de fracture P (PF)
de ces lamelles présenie nettement plus de particules intramembranaires (1650 PlM/umz)
que la face E (EF) ( 350 PIM/umz). Cet empilement de lamelles, traversé en son centre par le
filament polaire (fig.98) devient de plus en plus compact au fur et & mesure de I'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 I'ouverture, par des petites vésicules a
l'origine du polaroplaste vésiculaire peu développé chez Nosema apis. La différenciation de ce
dernier parait légérement décalée par rapport a celle du polaroplaste lamellaire et ne semble
débuter qu'aprés I'empilement des saccules (fig.110). Si chez Nosemoides vivieri 'origine du
polaroplaste vésiculaire n'était pas clairement définie, chez Nosema apis , 1a fig.110 montre
que ce polaroplaste est constitué de petites vésicules & contenu plus ou moins dense se formant
aux extremités légérement dilatées des saccules empilés. De faible importance par rapport a
celui observé chez Nosemoides vivieri, il semble constituer une formation transitoire car sa
structure vésiculaire parait s'estomper par la suite pour devenir plus granuleuse, et

pratiquement disparaitre dans la spore (figs.111, 112, 114, 115).

v) La vacuole postérieure
La vacuole postérieure, difficile & observer chez Nosema apis, est située au
pble diamétralement opposé au péle apical. Bien que signalée chez de nombreuses

microsporidies, cet organite constitue toujours une structure énigmatique. Cette vacuole semble
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apparaitre, au pole postérieur du sporoblaste, dés que le sac poiaire en formation a migré au
plle apical, suggérant ainsi I'nypothése que le filament polaire pourrait se différencier entre
ces deux structures extrémes. Les figs. 54 et 55 montrent, au niveau de ce pdle postérieur, une
structure granulaire dense relativement hétérogéne qui pourrait étre a l'origine de la vacuole
postérieure, et qui parait aussi étre en relation avec les vésicules goigiennes (fig. 55). La
cryofracture montre également a I'extrémité postérieure du sporoblaste une sorte de vacuole
(figs. 85, 99) pouvant correspondre a cet organite. Plus tard, dans la jeune spore (fig. 110),
nous retrouvons, toujours au méme emplacement, une structure trés hétérogéne, plus ou moins
granulaire avec de grandes vésicules claires et d'interprétation trés 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 ia vacuole
postérieure tout en restant bien limité et isolé par sa propre membrane. LIU et DAVIES
(1972), chez Thelohania bracteata signalent que !a vacuole postérieure posseéde 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 parait trés 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 a I'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 dépdt, d'abord

discontinu, finit par recouvrir toute la surface du sporonte (figs. 40 & 49) et semble étre a
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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 dépdt de matériel opaque aux électrons.

o) 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 diamétre. 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 & 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 PIM/um2 sur la face P (PF, fig.100), densité qui peut
fortement augmenter et atteindre environ 3980 P!M/um2 sur la face E (EF, figs. 87, 97, 99,
101). Par la suite chez le sporoblaste plus agé, il apparait 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 fagon hétérogéne : 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
PIM/umz) avec quelques rares particules isolées disséminées sur toute la surface de
I'hnémimembrane. Il en est de méme sur la face E car, a un stade intermédiaire (fig. 104), on
peut observer des zones pratiquement dépourvues de particules alternant avec des zones ol
celles-ci sont encore denses (environ 2410 PIM/um2). Il apparait 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 troisiéme composante ou endospore de la
future paroi sporale va commencer a se différencier, la densité des particules augmente a
nouveau sur la face P (540 PIM/um2) (figs. 107, 108), ce phénomene paraissant beaucoup
moins évident sur la face E (fig. 109), (mais il est trés difficile de comparer les deux
hémimembranes d'une membrane sur deux sporoblastes distincts ne sachant pas s'ils sont
exactement au méme stade de développement). Y a t-il uné relation entre cette augmentation des

particules et le début de différenciation de I'endospore ?
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B) Le dépot 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 dépdt est discontinu (34 nm, figs. 41,
44) que par la suite, lorsqu'il recouvre entierement le plasmalemme du sporonte, I'épaisseur
de cette paroi étant alors légérement 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
4gé elle augmentera quelque peu pour atteindre environ 30-32 nm (figs. 84, 86).

En cryofracture, ce matériel dense présente une texture nettement
granulo-fibrillaire. 1l semble qu'en début de formation, chez les jeunes sporoblastes, cette
texture soit principalement granulaire car on y observe de nombreuses particules de 7 & 9 nm
de diameétre plus ou moins bien disposées selon une double rangée (figs. 62, 85, 87, 88, 90,
91, 92). Par la suite, le dépdt s'épaississant, sa texture devient alors nettement
granulo-fibrillaire (figs. 97 & 109), et cette paroi parait toujours bien délimitée
extérieurement par une rangée dense en particules régulierement alignées. LIU (1973, 1975)
avait également observé (sur tissus non fixés) une texture microfibrillaire donnant un aspect
feuilleté a cette paroi.

L'origine de ce dépdt est inconnue et nous n'avons jamais observé de figures
suggérant que ce matériel dense puisse provenir d'un éventuel processus excrétoire du parasite.
Il faut cependant noter, comme I'ont signalé YOUSSEF et HAMMOND (1971), que pendant la
phase végétative les mérontes, limités par la seule membrane plasmique, sont trés souvent
encerclés par du réticulum endoplasmique de la cellule-hdte (fig. 126) dont seule la face
externe (coté cytoplasme-hdte) porte des ribosomes. Parfois ce réticulum peut-étre dilaté en
vésicules plus ou moins grandes & contenu relativement clair (fig. 127). Par contre nous

n‘avons jamais remarqué une forte concentration de mitochondries de la cellule-héte contre le
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parasite, telle que l'ont observée YOUSSEF et HAMMOND (1971). Chez les jeunes sporontes,
lorsque ce revétement est discontinu, le réticulum endoplasmique a disparu 1a ou du matériel
dense a été déposé, mais est encore présent 14 ol n'existe que la seule membrane plasmique
(figs. 128, 129). La question qui se pose est donc de savoir si ce dépét tire son origine ou non du
réticulum endoplasmique de la cellule-héte, adjacent a la surface du méronte ? Chez Nosema
cuneatum , STREETT et HENRY (1987) observent un phénomeéne 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 méme SAKITI et BOUIX (1987) chez Nosemoides tilapiae observent des vésicules
plus ou moins opaques aux électrons, issues du cytoplasme de la cellule-héte, qui viennent se
déposer sur la membrane plasmique du plasmode dont la paroi prend alors un aspect ornementé
trés régulier. Ce phénoméne 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-hote sous forme de vésicules membranaires
contenant des inclusions opaques parfois en contact avec la paroi du sporonte, mais sans

toutefois étre entiérement convaincus de leur participation directe a la formation de celle-ci.

c) Le cytoplasme sporoblastique

Le cytoplasme du sporoblaste ne présente aucun caractére particulier si ce
n'est l'absence totale de mitochondries et de grains de réserves, caractére 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 dilaté en petites vésicules,
mais le plus souvent disposé en lamelles plus ou moins paralieles (figs. 84, 85, 86, 87).
L'appareil nucléaire, toujours composé de deux noyaux étroitement accolés de 1230 nm de
diamétre 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,
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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 a

mesure de ['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 parierons 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 a la fois, une forme de
résistance, de dissémination de 'espéce et de propagation de la maladie, car elle contient I'agent
infectieux ou sporoplasme, point de départ d'un nouveau cycle du parasite. Elle posséde 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
sporoplasme dans la cellule-héte.

- la paroi sporale qui assurera la protection du sporoplasme contre toute

attaque exterieure.

a) Le sporoplasme
Ce sporoplasme est constitué par le cytoplasme trés dense de la spore (figs.
110, 112, 114, 115), dans lequel des lamelles de réticulum endoplasmique sont difficilement

visibles. Il est trés riche en ribosomes libres et en ribosomes alignés en polysomes dont
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certains peuvent partiellement encercler les tours de spire du filament polaire (fig. 117).
CURGQGY et Coll. ont montré que les ribosomes des spores de Thelohania maenadis et Inodosporus
sp. présentaient des caractéristiques physico-chimiques identiques a celles des ribosomes
d'organismes procaryotes, et suggérent que ce phénomene pourrait étre lié & 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 entrainer 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 diameétre) 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, trés long dans sa partie distale, peut effectuer jusqu'a 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. Il posséde alors un
diamétre d'environ 100-105 nm. En coupe transversale, ce filament parait constitué, de
I'extérieur vers l'intérieur, d'une succession de six couches concentriques (figs. 117, 118) :

. une membrane unitaire externe (1) de 5, 5nm d'épaisseur.

. une couche sombre sous-jacente (2) de 5 nm d'épaisseur.

. 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 nm d'épaisseur.

. un axe central dense (6) de 18nm d'épaisseur.
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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'espéce considérée et la résolution obtenue en microscopie électronique :
SCHUBERT (1969), chez Heterosporis 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 a 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 pdéle apical antérieur de la spore et légérement décalé par rapport a l'axe longitudinal de
celle-ci. Le filament conserve un diameétre d'environ 100 nm, mais en traversant les lamelles
empilées du polaroplaste, ce diametre va augmenter légérement et progressivement passant a
115 nm, puis & 130 nm pour finalement atteindre 200 nm & l'endroit ol il s'insére sur le sac
polaire (figs.112, 113), au niveau d'une zone complexe (dont la structure a été précédemment
décrite) appelée "charniére” par VAVRA (1976). La membrane unitaire externe du filament
polaire est en continuité avec celle du sac polaire. Celui-ci & contenu trés dense et en forme
d'ombrelle trés 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
Déja décrit dans un paragraphe précédent, il est situé au pdle apical,
immédiatement sous le sac polaire, et occupe généralement le tiers antérieur de la spore (figs.
111, 112, 114, 115). Il comprend généralement deux parties :
- le polaroplaste lamellaire, en forme de cloche, de 450 nm d'épaisseur
environ, est constitué par I'empilement d'au moins une bonne trentaine de lamelles légérement

ondulées, empilement qui devient de plus en plus compact au fur et & mesure de la maturation de
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la spore, lui donnant ainsi un aspect feuilleté (figs. 111, 112, 114, 115). 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 vésicuiaire semble trés 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 agées (figs.111, 112, 114, 115).

* La vacuole postérieure
Cette vacuole postérieure a été rarement observée sur nos coupes fines. La
fig.115 montre un espace clair et vide, a 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 a 116) :

. la membrane plasmique qui limite le contenu cytoplasmique de la spore.

. 'endospore ou couche moyenne, transparente aux électrons.

. 'exospore ou couche dense externe.

Sur coupes fines, I'épaisseur de cette paroi peut varier d'une spore a l'autre
mais est généralement comprise entre 110 et 165 nm, les couches les plus variables étant
I'endospore (70-140 nm) et I'exospore (14-28 nm). Au niveau du pdle apical, immédiatement
au-dessus du sac polaire, la paroi s'amincit considérablement (23-53 nm), amincissement qui
n‘affecte que la seule endospore (10-18 nm). Cet endroit marque I'emplacement par ol se fera

I'extrusion du filament polaire.
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o) La membrane plasmique

La membrane plasmique est une membrane cellulaire classique d'environ 8 nm
d'épaisseur, et la cryofracture révéle la présence de nombreuses particules
intramembranaires, d'une densité d'environ 1120 PIM/umz, et de 7 & 9 nm de diameétre sur la
face de fracture P (PF, figs 119, 120). Nous avions remarqué que chez le sporoblaste &gé ( 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 phénomene
s'acccentue ici (figs. 119‘, 120), I'endospore devenant beaucoup plus épaisse. Les figures 121
et 122 confirment ce processus sur la face E ou le nombre de particules augmente de 320
PIM/um? lorsque I'endospore est encore peu épaisse (fig.121), a 1620 PIM/um2 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 Thelohania 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 3 I'dge 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 a I'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 &gées que celles observées ici) nous n'aurions dénombré que peu de particules sur les deux
hémimembranes. Il est cependant trés difficile de préciser, en observant deux fractures de deux

spores différentes, si celles-ci sont exactement au méme stade de développement ou non, l'idéal
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étant de pouvoir observer les deux faces de fracture complémentaires de la membrane plasmique
d'une méme spore. Sur certaines spores, nous avons parfois observé, a c6té des PIM classiques,
des espéces 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 étre dis a l'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 seuie membrane plasmique au niveau de la paroi sporale.
VAVRA et Coll., (1986) pensent que la deuxieme 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, 19786), un revétement
polysaccharidique ou celi-coat a été mis en évidence au niveau de la membrane plasmique,

revétement qui commencerait 4 apparaitre au stade sporoblaste.

B) 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 a l'autre, et méme ne pas étre constante sur
une méme spore. Au pdle apical, elle est toujours trés amincie (23-53 nm) (figs. 112, 113,
114) constituant une zone plus sensible et plus fragile la ot le filament polaire s'évaginera.
Sur coupes fines, cette couche transparente (figs. 110 & 114), caractére qui semble général
chez les microsporidies (VAVRA, 19786), 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 (1972) puis TAKIZAWA,
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VIVIER et PETITPREZ (1975) les polysaccharides sont absents de cette couche, mais
DESPORTES (1976), chez Stempellia mutabilis y observe une réaction positive a la technique
de THIERY (1967), aprés un traitement plus long & la TCH. Chez Nosema apis , les limites de
'endospore avec la membrane plasmique d'une part et I'exospore d'autre part ne sont pas
toujours bien nettes et parfois du matériel trés légérement dense peut étre observé dans cette
endospore (figs. 115, 116). Ce matériel parait d'ailleurs disposé régulierement sous forme
d'une hélice de 9-10 nm de large reliant la membrane plasmique & l'exospore.

En cryofracture l'endospore apparait également sans sous-structure
apparente (figs. 119 a 125). Cependant il est possible d'y observer quelques particules éparses
et des particules irrégulierement alignées, de fagon discontinue, le long de la limite avec la
membrane plasmique, mais aussi plusieurs vésicules de faille variable et a surface lisse,
noyées dans la matrice de I'endospore (figs. 119, 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 (1973, 1975) a observé une paroi sporale d'apparence homogéne dont la texture est
identique a celle de Ia paroi du sporoblaste. La matrice de cette paroi est constituée de matériel
fibrillaire, composé de microfibres de 9 nm de diamétre ressembiant & celles de 'endocuticule
fracturée de la cuticule abdominale de I'abeille ( mais dont le diamétre est de 12 nm). Cet
auteur ne retrouve donc pas sur les fractures, la couche transparente observée sur coupes fines
et il pense méme qu'il ne pourrait s'agir 1a que d'un espace résultant d'une rétraction due 3 la
fixation chimique. LIU et DAVIES (1972, 1973) observent également le méme phénoméne 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 & I'endospore. Mais si sur coupes fines, la couche transparente
était due & un artéfact de fixation, pourquoi n'observe-t-on pas le méme phénoméne au niveau de

la paroi des sporoblastes, les plus agés en particulier ? VAVRA et Coll., (1986) (cf chapitre
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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 a 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 agés ou de trés jeunes
spores immatures, chez lesquels I'endospore n'était pas encore différenciée ? Il peut-étre
difficile, a la vue d'une micrographie, de préciser 'dge exact d'un stade de développement,
d'autant plus qu'il semble exister, chez une méme espéce, une certaine variabilité dans la
chronologie des événements marquant la transformation sporoblastique.

La figure 120 montre une zone ou l'endospore est extrémement amincie qui

pourrait correspondre a celle située au dessus du sac polaire, observée sur coupes fines.

v) L'exospore

L'exospore 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 a l'autre (14-28 nm) mais est toujours nettement moins importante que
celle de l'endospore. Sur coupes fines cette couche ne montre aucune sous-structure apparente
(figs.110 & 116) et son épaisseur parait constante sur toute la spore, méme au niveau du sac
polaire ou I'endospore s'amincit considérablement. Sa surface parait relativement lisse et ne
comporte aucune ornementation. LIU H.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 aprés
fixation elles ont été enrobées dans I'épon puis fracturées, ou rugueuses & surface réticulée si
elles ont été déshydratées par la méthode du point critique, comme ceci a également été observe
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.
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Sur répliques obtenues par cryofracture, I'exospore apparait nettement
granulo-fibrillaire (figs.119 & 125) : de nombreux granules sont mélés a de courtes fibres.
Cependant dans certains cas (fig.125) il est possible de distinguer deux sous-couches au niveau
de l'exospore : l'une, la plus externe est plutdt granulaire, l'autre plus interne est plutdt
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 a 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 derniére apparait constituée de plusieurs strates (VAVRA et
Coll., 1986) ? Dans ce cas les stades observés seraient alors des sporoblastes 4gés ou des spores
immatures chez lesquels I'endospore ne serait pas encore différenciée.

Chez Nosema apis , comme chez d'autres microsporidies (VAVRA et Coll.,
1986), l'exospore est toujours bordée extérieurement par une rangée dense de granules bien
alignés marquant la périphérie de la spore (figs. 119 a 125).

Selon VAVRA (1964, 1968, 1976), l'exospore apparait étre de nature
protéique, ce qui a été confirmé par les travaux de MAURAND et LOUBES (1973), MAURAND
(1973), DESPORTES (1976) et VIVARES et Coll., (1976). Cependant WEIDNER (1970) 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 bombyéis , remarquant
uniquement une réaction positive au niveau d'une trés mince couche a la surface de la membrane
plasmique (cell-coat) de la paroi. IRBY et Coll.,, (1986) ont mis en évidence, dans l'exospore de

neuf espéces de microsporidies au moins quinze polypeptides différents.
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C) Les contacts hoéte-parasite

Nosema apis , comme Nosemoides vivieri , présente a tous les stades de son
cycle, un contact direct avec le cytoplasme de la cellule-hdte. Les mérontes, comme nous l'avons
déja signalé, sont trés souvent bordés par du réticulum endoplasmique de la cellule-hdte sous
forme de vésicules trés aplaties, dont seule la face externe, cdté cyf(oplasme-héte, porte des
ribosomes (fig.126) (YOUSSEF et HAMMOND 1971), mais & ce stade nous n'avons jamais
rencontré une particuliére concentration de mitochondries de la cellule-héte a 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
(BEKHT! et BOUIX, 1985). Parfois ce réticulum peut se dilater en vésicules relativement
grandes a paroi plus lisse et & contenu assez clair (fig.127). Plus tard, au stade sporonte, lors
du dépét discontinu de matériel dense sur la membrane plasmique, le réticulum disparait la ou
il y a dépdt, mais reste présent 12 ou ce dernier est absent (figs. 128, 129). Toujours au stade
sporonte, la membrane plasmique, aux endroits ou il n'y a pas de matériel dense, peut former
soit des évaginations (fig. 130) laissant supposer I'existence d'un contact direct entre celles-ci
et des vésicules du réticulum endoplasmique de la cellue-héte, soit des invaginations suggérant
alors des figures d'endocytose (fig.131). Chez Glugea weissenbergi (SPRAGUE et VERNICK
1968) et Metchnikovella wohifarthi (HILDEBRAND, 1974), il peut y avoir continuité entre le
réticulum endoplasmique du cytoplasme-héte et la vacuole parasitaire. DESPORTES et Coll.
(1985) observent, chez Enterocytozoon bienensi , des sporoblastes entourés de vacuoles issues
des vésicules dilatées du réticulum endoplasmique de I'entérocyte-hdte. Souvent des
microtubules de 19-22 nm de diamétre sont présents dans le cytoplasme-hdte environnant
(fig.131). Des microtubules de 24-27 nm de diamétre, parmi lesquels peuvent se trouver
quelques mitochondries mais jamais en forte concentration, peuvent étre disposés plus ou moins
perpendiculairement & 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),
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chez le sporonte &4gé ou le jeune sporoblaste (la couche de matériel dense étant devenue
pratiquement continue), la paroi du parasite peut former des évaginations tubulaires, d'environ
539 nm de diamétre et 175-350 nm de long, plus ou moins renflées a 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 a la paroi des sporontes et des sporoblastes, dont les types | et I
pourraient correspondre respectivement aux formations tubulaires (figs. 133, 134, 135) et
aux microtubules (fig.132) observés chez Nosema apis .

STREETT 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-héte. Toutes ces formations associées directement ou indirectehent
a la surface des mérontes, sporontes, sporoblastes, suggérent I'existence d'échanges entre le
parasite et la cellule-héte. 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
pansperoblastes de Thelohania corethrae (VAVRA 1965).Chez Inodosporus spraguei
OVERSTREET et WEIDNER (1974) observent dans le pansporoblaste, des sortes de "canaux
membraneux" reliant I'enveloppe de celui-ci a 1a paroi des sporoblastes au niveau des deux
pbles. Ce pansporoblaste pourrait constituer un systéme de transport des molécules et des ions.
WEIDNER (1975) remarque la formation de vésicules de pinocytose au niveau de la membrane,
et vers lintérieur, 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 popiliiae, pourraient étre impliquées dans la sécrétion du
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matériel granulaire présent dans la vésicule sporophorique. Chez Loma dimorpha , LOUBES et
Coll. (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 morhua , attribuent a ces tubules un réle physiologique
en permettant une communication entre la cellule parasitaire et la cellule-héte. Tout ceci
suggere donc l'existence d'échanges entre I'hdte et le parasite, dont le mécanisme n'est pas

encore élucidé.
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CHAPITRE YV

ETUDE EN CRYOFRACTURE DE LA STRUCTURE DE QUELQUES
MICROSPORIDIES : LA VESICULE SPOROPHORIQUE ET LA PAROI

SPORALE.
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Cette étude a fait I'objet de l'article "A freeze-fracture study of Microsporidia
(Protozoa : Microspora). I. The sporophorous vesicle, the spore wall, the spore plasma
membrane. (J. VAVRA, D. VINCKIER, G. TORPIER, E. PORCHET, E. VIVIER). Protistologica,
1986, XX (1) : 143 - 154,

Cinq espéces' de microsporidies : Tuzetia sp, Nosema apis, Amblyospora
bracteata, Amblyospora opacita, Amblyospora 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-héte, les spores
des quatre autres espéces 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-héte.

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 espéces d'Amblyospora elle persiste, contenant alors huit
spores ainsi que du matériel sécréteé.

La membrane de cette vésicule, observée suivant un plan de fracture
transversal, apparait comme une fine ligne ondulée constituée de petits granules de taille
irreguliére 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 4 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 I'hypothése déja émise (CANNING et HAZARD, 1982;

VAVRA et Coll., 1382) selon laquelle 1a membrane de la vésicule sporophorique n'est pas une



99

vraie membrane, mais un produit de sécrétion du sporonte, structuré a 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
irrégulierement répartis et des granules plus gros disposés en une couche assez mal définie
paraissant suivre, & une certaine distance et de fagon irréguliére, le contour des spores. Tous

ces granules paraissent correspondre a ceux observés sur coupes fines.

B) La paroi sporale

Sur coupes fines, les spores des espéces 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
c,;omposantes 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 homogéne, dense aux électrons et sans sous-structure
apparente, alors que chez les trois espéces d'Amblyospora , il s'agit d'une épaisse couche de
matériel opaque dans laquelle plusieurs strates peuvent étre distinguées.

En cryofracture, cette couche, chez Nosema apis et Tuzetia sp. , apparait
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 apparait finement granulaire avec quelques fibres plutdt minces éparses parmi les
granules. Chez les cing espéces, la limite externe de I'exospore a la méme apparence c'est a dire

marquée par une rangée dense de particules bien alignées.
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2) L'endospore

Sur coupes fines, I'endospore (qui n'est bien visible que chez les spores
matures) des cing espéces étudiées (et comme celle des autres espéces de microsporidies, VAVRA
1976) apparait comme une couche claire, pratiquement transparente et sans structure visible.

En cryofracture, chez Nosema apis , I'endospore apparait également comme
une couche claire sans structure, si ce n'est quelques granules et quelques vésicules & 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 espéces étudiées. Cette structure est typique de toute membrane
cytoplasmique, avec deux hémimembranes portant des particules intramembranaires de taille
réguliére (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 I'dge de la spore en étant inversement
proprotionnel a celui-ci. Si l'on considére que la plupart des PIM sont des protéines dont le réle
est le transport de substances au travers de la membrane, la diminution de la densité des
particules, au fur et & mesure de la maturation de la spore, correspondrait donc & une

décroissance simultanée du transport de substances au travers de cette membrane.
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A FREEZE-FRACTURE STUDY OF MICROSPORIDIA
(PROTOZOA : MICROSPORA)

- I. THE SPOROPHOROUS VESICLE, THE SPORE WALL,
THE SPORE PLASMA MEMBRANE

Jiri VAVRA (1), Daniel VINCKIER (2), Gérard TORPIER (3),
Eliane PORCHET (2), Emile VIVIER (2)

(1) Department of Parasitology and Hydrobiology,
Faculty of Sciences, Charles University, 128 44 Prague, Tchecoslovaquie.

(2) Service de Protistologie, Laboratoire de Biologie Animale,
Université des Sciences et Techniques de Lille,
59655 Villeneuve d’Ascq Cédex, France.

(3) Centre d’'Immunologie et Biologie Parasitaire,
Unité INSERM 167, Institut Pasteur,
1, rue du Professeur A. Calmette. B.P. 245, 59019 Lille Cédex.

SUMMARY

Five species of microsporidia, (Tuzetia sp., Nosema apis, Amblyospora bracteata, A. opacita, A. varians), 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 particle-like granules of different sizes. In cross-fracture it has the aspect of a thin, granular, discontinuous line. The spore
wall has a fibrillo-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 KCl 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 KCl 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

RESUME

Cinq espéces de microsporidies (Tuzeria sp., Nosema apis, Amblyospora bracteata, A. opacita, A. varians), fixées dans les fixateurs
traditionnels utilisés en microscopie électronique ou dans la glutaraldéhyde additionnée de chlorure de potassium, ont été étudiées sur
répliques obtenues par cryofracture, les résultats ainsi obtenus étant complétés par des observations faites sur des coupes fines. La
membrane de la vésicule sporophorique (pansporablaste), observée suivant un plan de fracture longeant sa surface prend l'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 fibrillo-granulaire
aussi bien au niveau de I'exospore que de I'endospore, sauf chez Nosema apis ot cette derniére est vide de toute structure. Le plasmalemme
de la spore ressemble 4 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.L.M. est inversement proportionnel a I'age de la
spore. Si du KCL est ajouté au fixateur, de nombreuses invaginations apparaissent sur la face P du plasmalemme et correspondent aux
protubérances apparues sur la face E. Leur taille est proportionnelle a la concentration en KCL. Cependant le plasmalemme ne réagit de
cette fagon que si la spore a atteint un certain stade de maturation.

Mots-clés : Microsporidie, Spore, Ultrastructure, Cryofracture.

Manuscrit requ le 27 décembre 1986, accepté par le Comité de lecture le 23 janvier 1986.
Hommage au Professeur P.-P. GRASSE.
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ABBREVIATIONS
E Plasma membrane, SE; secretion granules,
: face E coarse
EN  endospore Sp spore
EX  exospore SV sporophorous vesicle
P plasma membrane, (pansporoblast)
face P SVM sporophorous vesicle

membrane
SVME sporophorous vesicle
membrane, face E
SVMP sporophorous vesicle
membrane, face P
spore wall

PF polar filament

PO  polaroplast

PM pla§ma membrane

SB  sporobiast

SE, secretion granules,
fine SW

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 cell 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 cytoplasmic contents of the spore) is
expelled from the spore and injected into the host tissue.
The chitinous spore case gives to the spore its environmen-
tal resistance and serves as the pressure vessel during
germination (see VAVRA, 1976 for review of spore structure
and function).

All spore organels are packed into a very small volume
and in fact, spores of some microsporidian species belong
to smallest known eukaryotic cells. The compactness of
the microsporidian spore is the reason why the elucidation
of its internal structure 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 knowledge of the ultrastructural
organization of these parasites has still 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 spore functional
morphology, however, their limitation was that they were
performed on a non-fixed material and on three species
only.
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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).

MATERIAL AND METHODS

Five microsporidian species were studied. Tuzetia sp.,
an undescribed parasite of oocytes of Cyclops strenuus
(Crustacea : Cyclopidae) was found in vernal pools near
Kafez, Czechoslovakia. Nosema apis was obtained from
the midgut of the honeybee. Amblyospora (syn. Thelohania)
bracteata and Amblyospora (syn. Thelohania) varians, para-
sites of the fat body of larvae of Odagmia ornata (Diptera :
Simuliidae) were collected in the river 'Helpe Majeure at
Dompierre (Departement du Nord, France). Amblyospora
(syn. Thelohania) opacita, parasite of the larval fat body of
Aedes cantans (Diptera : Culicidae) was found in vernal
pools near Celikovice 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 similar to

_the form [ of T. bracteata of MauraND and Lousts (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.l. After
fixation the pieces of tissues containing parasites were
washed thoroughly in O.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. Jacos and E. FERREIRA for technical
help.



TABLE 1
Fixation methods used.

Microsporidian
species/code A B C b E F G
Tuzetia sp.....ccoecorceneen | TUA | TUB
Amblyospora
bracteata ... ABA [ ABB | ABC | ABD | ABE | ABF [ABG
Amblyospora
opacia .......... AOA [AOB
Amblyospora varians.....| AVA | AVB [AVC | AVD | AVE | AVF {AVG
Nosema apis ... NAA | NAB
Fixation : A = glutaraidéhyde 3 %, cacodylate buffer pH 7.2,
O.1 M#n
B = as A but with postfixation in | % OsQ;;
C = as A but with | M sucrose added;
D = as A but with 2 M potassium chloride added;
E = 3% glutaraldéhyde in saturated solution of
potassium chloride;
F = as D but with postfixation in 1 % OsQ,;
G = as E but with postfixation in | % OsO,.

OBSERVATIONS

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
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.

The sporophorous vesicle (syn. pansporoblast or sporocyst)
(8Y)

The SV is present in all examined species, except N.
apis and has in all 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 all other species the
SV is persistent and looks in ultrathin sections like a
membranous sac enshrouding eight spores and containing
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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 all 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. bracteata (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 do not give their
exact number because at higher magnification the exposed
SVM is irregularly granulated bearing particies 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 - Smalier, pit-like depressions are
found on the E face of the SVM (Fig. 3).

The internal structures of the sporophorous vesicle

In addition to spores, the SV is in all species except
Tuzetia 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
thick layer of granular material situated closely under the
SVM (Fig. 7).

The spore envelope

The observation of ultrathin sections show that in all
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. All these components were reco-

. gnized in the freeze-fracture preparations.

The exospore

In ultrathin sections of N. apis and Tuzetia sp., the
exospore is a thin, homogenous, electron-opaque layer in
which no substructures are recognized (Figs. 8, 10). In
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FIG. 1. — Part of two (1, 2) sporophorous vesicles with mature spores of Amblyospora bracteata (Fix. ABB). The sporophorous vesicle
membrane follows the spore surface at 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 4. varians (Fix. AVD) revealed by freeze- fracture. Note the corrugated surface
of the SVM. (x 37 800).
FiG. 3. — Sporophorous vesicle membranes of 4. bracteata (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 (*)
(% 27 520).



FiG. 4. — Part of A bructeata (Fix. ABC) sporophosous vesicle opened by fracture. E faces of the cleaved sporophorous vesicle membrane
are shown as well as one spore with the P face of the plasma membrane and its wall with endo- and exospore. The thin part of the wall
at the apical pole of the spore is at coarse arrow. ( x 31 610).

FIG. 5. — Part of 4. opacita (Fix AOA) sporophorous vesicle showing the SVM in cross-fracture. Note the similarity of the granular
secretory material (SE;) to the membrane structure. ( x 49 880).

FiG. 6. — Sporophorous vesicle membrane around the sporoblast of 4. opacita (Fix. AOA) shown in cross-fracture. Note the discontinuous
character of the SVM. The future spore wall is at arrow. ( x 52 000).



FiG. 7. — Part of the frozen-fractured young spore of Tuzetiasp. (Fix. TUA) showing the SVM in cross- fracture, the single type of secretory
material, the undifferentiated spore wall 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).

FiG. 8. — Detail of a mature spore of Tuzetia sp. (fix, TUB) as seen in ultrathin section (x 33 000).

FIG. 9. — Frozen-fractured Tuzetia sp. (Fix TUA) mature spore. Nole the absence of intramembranous particles on the E face of the plasma
membraneg ( x 18 150).

FiG. 10. — Part of the spore of N. apis seen in ultrathin section (Fix. NAB). ( x 56 950).

FiG. 11. — Frozen- fractured spore of N. apis (Fix NAA). Note the presence of vesicles of unknown function in the endospore which is
otherwise structureless (*). ( x 38 340).
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F1G. 12. — Part of the longitudinally sectioned spore of A. varians (Fix. AVB). The membrane-like outer margin of the exospore is at arrow.
(x 38 000).
FiG. 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 4. opacita (Fix. AOA) opened by freeze- fracture. ( x 18 460).
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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 all dmblyospora spp. exami-
ned, the exospore layer has a similar structure in ultrathin
sections. It 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 layers 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. opacita 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 all 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 clear,
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 all 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).
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The plasma membrane of the spore

In all examined species it has a similar structure in the
freeze-fracture preparations. The spore plasma membrane
is a typical cytoplasmic membrane bearing intramembra-
nous particles uniform in size (7,5-10 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. 4,11) 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 1 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 KCl is added to the
fixative. In such case the plasma membrane of some spores
shows corrugations the prominence of which is proportio-
nal to the KCl concentration - When the fixative contains

"2 M KCl, small dash like depressions appear on the P face,

while the E face shows dash-like elevations (Figs. 185, 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 particles do
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 evidently 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 KCl in the fixative. In such spores the
plasma membrane becomes only slightly corrugated.

The reaction of spores of N. apis to the presence of KC!
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. bracteata fixed in the presence of 2M KCI (fix. ABD). Note the presence of relatively
small dépressions 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 4. bracreata fixed in the presence of saturated KC1 (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),

o %
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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 sporophorous 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 HazARrD (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 ceil or cells contained within the
“pansporoblastic membrane”. This membrane alone was
then named “sporophorous vesicle’ or ‘‘sporocyst’”.
CANNING and HazarDp (1982), however, have recommen-
ded that the term pansporoblast should be restricted for
use in myxosporidia and that the term *sporophorous
vesicle”, be used in microsperidia (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 do 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 mijsleading to call “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 er 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 ef 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 (Szorrosi, 1971; VAvRA
and SPRAGUE, 1976), or 2) that the SVM is a plasma
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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 cell 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 intramenbranous particles are not *‘per
se”” an argument against our above mentioned supposition.
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

Lwv et al, 1971, found that the interior of the SV is
filled by uniformly granular material mingled with vesicles
having a fingerprint-like internal 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 DAVIEs
(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 all
species, except Tuzetia sp. but with different degree of
clarity. We have no explanation for the homogenous,
structureless appearance of the endospore in N. apis,
which is so different from the fibrillo-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.



The piasma membrane of the spore

Our observations agree with those of Liy and DAVIEs
(1973a) who found that the P face of the spore plasma
membrane has more intramembranous particles than the E
face and that the absolute number of particles is inversely
related to the age of the spore. In the present oppinion
most intramembranous particles are considered to be
proteins with transport function. Thus the diminishing
quantity of particles during spore maturation corresponds
to the expected diminution of the inveolvement of the
plasma membrane in transport functions during spore
ageing.

The elevations on the P face and the depressions on the
E face of the plasma membrane were already observed by
Liv and Dawvies (1973a) and Ly (1975). These authors
observed then in frozen-etched unfixed spores and for this
reason considered them to be normal structural elements
of the plasma membrane. The function of holdfasts,
preventing the cytoplasmic contents of the spore from
spinning around during polar filament unwinding and
extrusion, was suggested for these structures by the above
mentioned authors. Synthetic or transport activities for
these structures were postulated by Liu (1975). Our
observations indicate that the elevations and depressions
are not normal structural elements of the plasma mem-
brane but rather a special phenomenon, related probably
to the osmolarity of the fixative. However, we believe that
this reflects some special quality of the plasma membrane
in the microsporidian spore. Liu and Davies (1973a) and
Liu (1975) were apparently able to observe these configu-
rations because they worked with unfixed spores soaked
prior to freezing in 20-30 % glycerol.

The elevations and depressions on the microsporidian
plasma membrane closely resemble plasma membrane
invaginations described in yeasts, which are, however,
normal structural elements of the plasma membrane in
these organisms (Moor and MUHLETHALER, 1963: STREL
BLOVA, 1968). In yeast the P face bears furrows of different
length and configuration while the P face has correspon-
ding ridges. The configuration of the plasma membrane
invaginations in yeast depends on the physiological state
of the cell (TAKEO, 1984), but their exact function is not
known. In contrast to microsporidia, the ridges on the E
face are covered with a number of intramembranous
particles while the furrows on the P face have no particles
(NECas er al, 1981).

The explanation of the presence of plasma membrane
invaginations in microsporidian spores is difficult. By
analogy with yeast one might be tempted to think that
their existence is related to the existence of the rigid cell
wall lined with elastic plasma membrane. It could be
supposed, that different shrinkage rates of both these
elements during fixation, or during impregnation with
glycerol, would lead to the folding of the plasma mem-
brane. This explanation is probably an oversimplification.
Investigations in yeast showed that the occurence of
plasma membrane invaginations is not directly related to
the presence of the wall because these formations occur
also in yeast protoplasts. Moreover, experiments with
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yeast have shown that the plasma membrane inilaginations
are rigid structures capable of migration in the fluid
domain of the membrane (NEeCas ef al, 1981).

Further research is needed in order to elucidate the
significance and the mechanism of occurrence of plasma
membrane invaginations and elevations in microsporidia.
Certainly they do not represent simple folds of the plasma
membrane as is documented by their structural uniformity,
regular distribution over the surface of the membrane and
the absence of intramembranous particles on these forma-
tions. It should be also noted that the control ultrathin
preparations of A. bracteata and A. varians fixed in the
presence of KCl (ABG and AVG) do not show any
damage to the spore structure due to osmotic shrinkage.
The last point which should be discussed in connection
with the plasma membrane of the spore is the observation
of Liu (1975) that this membrane is in N. apis doubled.
According to this author the doubling has some signifi-
cance for the presumed enzymatic function of the plasma
membrane in oxidative metabolism. We believe that the
second, inner membrane of Liu (1975) actually belongs to
the polar filament and wiil later enshroud its coils. We will
discuss this question further in our next paper.
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La discussion concernant Nosemoides vivieri ayant déja 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 synthése de VAVRA (1976).

Dans I'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 biissi (LIU et MACEWEN 1977),
Nosema lymantriae (SAFTOIU et Coll., 1978), Nosema tractabile (LARSSON 1981), Nosema
hylobii (PURRINI 1981), Nosema sp M11 et M12, Nosema bombycis (SATO et Coll., 1982),
Nosema calcarati (PURRINI et HALPERIN 1982), Nosema ptinidorum (PURRINI 1983),
Nosema lepocreadii (CANNING et Coll., 1983), Nosema rivulogammari (LARSSON 1983),
Nosema apicalis (MADDOX et WEBB 1983), Nosema manierae (TOGUEBAYE et BOUIX 1983),
Nosema heiminthorum (CANNING et GUNN 1984), Nosema couilloudi, Nosema henosepilachnae
(TOGUEBAYE et MARCHAND 1984), Nosema varivestis et Nosema epilachnae (BROOKS et Coll.,
1985), Nosema ceratomyxae (DIAMANT et PAPERNA 1985), Nosema birgii (TOGUEBAYE et
MARCHAND 1986), Nosema cuneatum (STREETT et HENRY 1987), Nosema galerucellae

(TOGUEBAYE et BOUIX 1989), Nosema nisotrae (TOGUEBAYE et MARCHAND 1989).

1) Le cycle

Il 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 premiére fois pour former les mérontes de
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premiére génération qui, se divisant une deuxiéme fois, donneront les mérontes de deuxiéme
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 I'appareil de Golgi. Ces auteurs pensent qu'il
’ pourrait également y avoir des petites variations structurelles saisonniéres. Ces petites
différences se situeraient principalement au niveau des sporontes : chez les sporontes d'abeilles
d'été, ces auteurs ont mis en évidence des phénoménes d'endocytose qui n’ontv pas eté 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 (1965) 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 phénoménes d'endocytose (fig.
131) (sporonte d'été ? ).

Jusqu'a présent, aucun phénoméne 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 espéces de microsporidies (LOUBES 1976, 1979), la méiose se
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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 gametes, puis leur fusion chez
trois espéces de microsporidies. De méme chez Amblyospora culicis, TOGUEBAYE et MARCHAND
(1986) confirment I'existence, dans les jeunes sporontes, d'une méiose aboutissant a la
formation de spores haploides, et I'existence d'une fusion cytoplasmique puis nucléaire entre
deux cellules uninucléées, assimilées a des gamétes, intervenant avant la mérogonie. D'aprés ces
auteurs, ces gameétes seraient vraisemblablement des sporoplasmes issus directement des
spores. BECNEL, HAZARD et FUKUDA (1986) observent également une meiose chez Pilosporella
chapmani . Puis BECNEL et Coll. (1987) décrivent, chez Culicospora magna , un cycle comp}gxe
avec formation de gametes suivie d'une plasmogamie avec accolement des deux noyaux én un
diplocaryon, et différentiation de deux types de spores, uninuclées (haploides) et binucléées
(diploides). BECNEL et Coll. (1989) observent la méme formation de gameétes 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
parait étre 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 (1976) et avec l'étude de YOUSSEF et HAMMOND (1971) chez Nosema apis,
mais aussi avec les travaux effectués sur d'autres Nosema (voir les auteurs cités 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),
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Inodosporus spraguei (OVERSTREET et WEIDNER 1974), 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, SAKITI et BOUIX 1987), Ormieresia
(VIVARES et Coll. 1977), Perezia (ORMIERES et Coll 1977, LANGE 1987), Ameson (LOUBES
et Coll. 1977, VIVARES et SPRAGUE 1979), Baculea (LOUBES et AKBARIEH 1978),
Amphiamblys (DESPORTES et THEODORIDES 1979), Spraguea (LOUBES et Coll. 1979), Glugea
(BERREBI 1979, CANNING et Coll. 1982), Vairimorpha (MALONE et CANNING 1982),
Pleistophora, Vavraia, Polydispyrenia (CANNING et HAZARD 1982), Trichoduboscgia (BATSON
1982), Hirsutusporos (BATSON 1983), Amblyospora (ANDREADIS 1983, TOGUEBAYE et
MARCHAND 1985), Thelohania (LARSSON 1983, 1986), Norlevinea (VAVhA 1984),
Chapmanium (LARSSCN 1984), Microsporidium {(MALONE 1985, LOUBES et Coll. 1988),
Loma (LOUBES et Coll. 1984, BEKHTI et BOUIX 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 premiere 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). Il semble par contre absent du cytoplasme des
sporopiasmes 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
vesicules plus ou moins noyées dans une matrice homogéne plus dense que le cytoplasme
environnant (YOUSSEF et HAMMOND 1971, VAVRA 1976). Ces amas peuvent étre soit adjacents

au noyau et les vésicules paraissent étre en contact avec la membrane externe de l'enveloppe
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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 nucléaire externe, les vesicules
golgiennes et le réticulum endoplasmique forment un systéeme plus ou moins continu. L'origine
de ces vésicules golgiennes pourrait donc étre double comme chez Nosemoides vivieri
enveloppe nucléaire (une origine semblable du Golgi a été 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 a 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 fagon
parfaitement synchrone durant tout le cycle de dévelopement. Chacun d'eux posséde 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 a
diplocaryon (VAVRA 1978), ceci ne signifiant pas obligatoirement qu'il n'en existe pas. En
effet, derniérement DARWISH et Coll. (1989), ont observé au niveau de cette zone de contact,
chez Vairimorpha necatrix , des pores nucléaires disposés face & face, suggérant I'existence
d'un systéme 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 ou
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 pius intense & cet endroit et probablement des échanges permettant, pour

le moins, un parfait synchronisme dans le comportement de ces deux noyaux. Nous n'avons



119

jamais observé de fusion des membranes nucléaires au niveau de la zone d'accolement, comme le
décrivent YOUSSEF et HAMMOND (1971), mais peut-&tre 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 (1972) chez Thelohania bracteata, a savoir
que chacune des deux hémimembranes des deux membranes de I'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 I'enveloppe nucléaire, LIU (1972) décrit des pores constitués d'un granule central
entouré d'un complexe de huit sous-unités a symétrie radiaire, comme cela avait été démontré
chez Tetrahymena pyriformis par SPETH et WUNDERLICH (1970) et d'une fagon plus générale,
par MAUL (1971). LIU (1972) pense que la densité de ces pores, liée a l'intensité des échanges
nucléocytoplasmiques, varie au cours des différents stades du cycle, pour atteindre son
maximum au stade sporobiaste, stade pendant lequel s'effectue toute la genése des différentes
structures de la future spore.

¢) La caryocinése

La division nucléaire, chez les mérontes et les sporontes de Nosema apis et
Nosemoides vivieri , est une cryptomitose a 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
intranucleaire et les microtubules fusoriaux divergent a 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
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comme des centres cinétiques (VAVRA et UNDEEN 1970, SPRAGUE et VERNICK 1971), il est
possible de distinguer plusieurs couches sombres tres 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 habrodesmi
observent un centre cinétique formé par I'empilement de trois doubles membranes ou vésicules
aplaties. CANNING et Coll. (1982) parlent de deux disques sombres, mais ce nombre peut varier
d'une espéce & l'autre : un chez Gurleya chironomi, Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et MAURAND
1975, 1976), Trichoduboscqia epeori (BATSON 1982), Nosema henosepilachnae (TOGUEBAYE
et MARCHAND 1984), Unikaryon legeri (AZEVEDO et CANNING 1987), Nosema nisotrae
(TOGUEBAYE et MARCHAND 1985), deux chez Glugea atherinae (BERREBI 1979), Ormieresia
carcini (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). Il peut également y avoir de légéres variations
interspécifiques quant & la position de ces disques sombres, la plus courante étant celle ou 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 & cet endroit un rétrécissement de
I'espace périnucléaire { YOUSSEF et HAMMOND 1971). De méme VIVIER et SCHREVEL (1973)
remarquent chez Metchnikovella hovassei , un accroissement de I'opacité des membranes au
niveau de la dépression de l'enveloppe nucléaire. Chez Tuzetia debaisieuxi (LOUBES et
MAURAND 1976), un seul disque sombre surmonte un épaississement de {'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

I'enveloppe nucléaire. Une formation polaire un peu particuliére, en forme de cylindre, a été
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observée chez Amphiamblys laubieri (DESPORTES et THEODORIDES 1979). Chez
Orthothelohania sp. , CODREANU-BALCESCU et Coll. (1975) sighalent une plaque fusoriale en
forme de rosette réguliere 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 I'enveloppe et sur
lequel, sous la membrane nucléaire interne, prend racine le fuseau mitotique. Selon DESPORTES
(1976) des microtubules se différencient & 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. (1982) décrivent également, chez Glugea anomala des fibres extranucléaires
denses traversant les disques sombres et reliant 'amas de vésicules polaires a I'enveloppe
nucleaire.

La présence de ces vésicules polaires surmontant les plaques fusoriales,
constitue une autre des particularités de la caryocinése microsporidienne. VIVIER (1965),
WEIDER (1970), YOUSSEF et HAMMOND (1971), VIVIER et SCHREVEL (1973), DESPORTES
(1976), LOUBES et MAURAND (1976, 1981), LOUBES et AKBARIEH (1978), BERREBI
(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 & des anneaux membraneux a 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 1975, 1976), 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),
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Metchnikovella hovassei (VIVIER 1965, VIVIER et SCHREVEL 1973), Metchnikovella
wohlfarthi ( HILDEBRAND 1974), Stempellia mutabilis (DESPORTES 1976), Glugea
habrodesmi (LOUBES et Coll. 1976), Glugea atherinae (BERREBI! 1979), Glugea truttae
(LOUBES et Coll. 1981), Episetum inversum et Thelohenia corethrae (LARSSON 1886).
Cependant elles peuvent parfois &tre limitées par une double membrane comme chez Glugea
anomala (CANNING et Coll. 1982), Trichoduboscgia epeori (BATSON 19882), Hirsutusporos
austrosimulii (BATSON 1983). Ceci laisse donc supposer une origine variable de ces vésicules.
VIVIER (1965), 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 pélarité 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, a proximité de ces vésicules, des lames
ergastoplasmiques. Chez Trichoduboscgia epeori , BATSON (1982) pense que ces vésicules
seraient dues aux circonvolutions d'une double membrane englobant du matériel homogeéne
moyennement dense, mais il ne précise pas si celle-ci correspond a I'enveloppe nucléaire ou
non.

3) Les sporontes

En début de sporulation, les sporontes, de forme plus ou moins ovoide, sont
limités par une membrane plasmique épaissie, en certains endroits, par un dépét de matériel
dense qui forme & la surface du parasite des sortes de plaques irréguliérement espacées. Ce
dépét, d'abord discontinu, finira par recouvrir la totalité de la surface externe de la membrane
plasmique et sera & l'origine de I'exospore. La structure fine des jeunes sporontes, hormis la
membrane limitante, est semblable & celle des mérontes. Cependant I'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
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Coll. 1977) des stades mérogoniques peuvent avoir une paroi complexe, et des stades
sporogoniques ne peuvent étre limités que par la seule membrane plasmique. De méme chez
Nosema henosepilachnae (TOGUEBAYE et MARCHAND 1984) les mérontes sont limités par une
membrane plasmique déja 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-hdte, signalé par VAVRA (1976) et retrouvé chez d'autres espeéces
comme Nosema manierae (TOGUEBAYE et BOUIX 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 (13987) observent autour des mérontes, une
assise discontinue portant des ribosomes sur sa surface externe et qui apparait 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 piasmalemme, les petites vésicules
paraissant fusionner avec la membrane plasmique du parasite. L'assise discontinue pourrait
aussi étre constituée par du réticulum endoplasmique de la cellule-héte qui se dilaterait, en
certains endroits, en grandes vésicules bourgeonnant, coté parasite, ces petites vésicules a
contenu central dense. Chez Nosema apis , nous avons pu voir que les stades mérogoniques étaient
encerclés par des vésicules plus ou moins aplaties du réticulum endoplasrﬁique de la
cellule-hdte, mais nous n'avons jamais observé de petites vésicules & contenu dense. LOUBES et
Coll. (1979) avaient également remarqué, chez Spraguea lophii, des vésicules denses aux
électrons venant se déposer & l'extérieur de I'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-héte
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,
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la présence de ces vésicules n'étant pas constante, les auteurs pensent que celles-ci ne
participent pas directement 3 la formation de la paroi du sporonte. Chez Nosema birgii
(TOGUEBAYE et MARCHAND 1986), des granules denses se déposent égalerhent contre le
plasmalemme du sporonte, puis fusionnent pour former une paroi continue. SAKITI et BOUIX
(1987) observent, chez Nosemoides tilapiae , des vésicules plus ou moins opaques, issues du
cytoplasme de la cellule-héte, 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 matérie! dense déposé sur la membrane du sporobiaste
proviendrait du cytoplasme-héte. Ces quelques exemples, pris parmi les microsporidies
apansporoblastiques, suggereraient que le matériel dense qui se dépose sur la membrane
plasmique serait d'origine exogéne et pourrait constituer, en quelque sorte, une réaction directe
ou indirecte de la cellulle-héte vis & 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 dép6t dense serait par contre
d'origine endogéne et pourrait provenir de produits de sécrétion du parasite lui-méme. En effet
DESPORTES (1976) chez Stempellia mutabilis parle de I'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 revétement
continu, avec interposition entre ce dernier et le plasmalemme d'une fine formation
polysaccharidique. Chez Glugea habrodesmi (LOUBES et Coll. 1976), 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 dd & un phénoméne 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 I'apparition, sur
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le plasmalemme des sporontes, d'une couche discontinue de matériel dense et amorphe. Mais des
grandes vésicules, de diametre variable et contenant une matrice de matériel floconneux avec un
ou deux granules denses, apparaissent étroitement accolées a la paroi du sporonte, uniquement
au niveau des zones ol 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 membranaire qui se
sépare completement 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 a la surface de la cellule
microsporidienne. Une grande partie du matériel sécrété dans la vésicule sporophorique
participera a la formation de la paroi sporale. Chez Glugea anomala (CANNING et Coll. 1982),
les stades mérogoniques sont déja recouverts d'un petit dépdt dense qui semble disparaitre par
la suite, alors que deux membranes accolées sont visibles a la surface du parasite. La plus
externe de ces membranes sera a l'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 fagon discontinue uniquement au niveau
des boursouflures, puis d'une fagon 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 a partir du premier dépét visible
sur les stades végétatifs, mais quelle est l'origine de ce matériel ? Est-il sécrété par le parasite

ou bien ne peut-il provenir directement ou indirectement du réticulum endoplasmique qui
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entoure les premiers stades de développement? Les auteurs se demandent d'ailleurs s'il s'agit 1a
d'une vraie membrane ou plutét d'un matériel granulaire structuré a la fagon 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 deuxiéme
dépdt, sur le plasmalemme du plasmode, est de méme nature et a la méme origine que les
sécrétions métaboliques contenues dans la vésicule sporophorique ? Selon BEKHTI et BOUIX
(1985), la paroi des sporontes de Loma salmonae ne s'épaissit que lorsque la vacuole de
sporogonie est différenciée. Ceci semble donc écarter 'hypothése d'une origine exogéne 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 e'ndroits 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 dépét, sur la membrane plasmique, de matériel
dense dont l'origine n'est pas précisée. La vésicule sporophorique, chez cette espéce, ne parait
donc pas limitée par une vraie membrane. De méme chez Ambiyospora culicis (TOGUEBAYE et
MARCHAND 1886), en fin de mérogonie, le "présporonte” est limité par une membrane déja
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
deposeront contre le plasmalemme du jeune sporonte et finiront pas réaliser une nouvelle paroi
continue. Aprés décollement total, la paroi initiale du préposporonte devient I'enveloppe du
pansporoblaste. L'origine du matériel constituant cette enveloppe n'est pas précisée. Un
phénomene similaire a été décrit chez Ovavesiculata popilliae (ANDREADIS et HANULA 1987),

et la paroi de la vésicule sporophorique ne ressemble pas du tout & une membrane. Les produits
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métaboliques accumulés dans la vésicule pourraient également étre a l'origine de la couche de
matériel dense superposée a la membrane plasmique des sporoblastes. Par contre, la vacuole
parasitaire observée chez Microsporidium acanthocephali (LOUBES et Coll. 1988) se
constituerait a partir du réticulum endoplasmique du cytoplasme-hdte qui entoure le parasite.
Chez Encephalitozoon cuniculi (WEIDNER 1975), la vacuole parasitaire se développerait aux
dépens de la masse cytoplasmique de la cellule-héte, 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 lintérieur de la vacuole.

Tous ces exemples montrent que l'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 phénomeéne sécrétoire de la cellulle-héte (sorte de réaction
parasitaire), soit d'une sécrétion du parasite lui-méme. Chez les Microsporidies
pansporoblastiques, elle peut également étre le résultat, soit d'un phénoméne sécrétoire de la
cellule microsporidienne, soit d'un dépét, 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 sporogenése ou
différenciation sporoblastique qui donnera & la spore sa structure définitive (paroi sporale,
filament polaire et annexes, sporoplasme).
a) Le filament polaire
L'origine golgienne du filament polaire, signalée dés 1965 par VAVRA, puis

SPRAGUE et VERNICK (1969) et confirmée par des preuves cytochimiques (WALKER et HINSCH
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1972; VAVRA 1972; TAKIZAWA et Coll. 1975; DESPORTES 1976) est don¢ 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 I'enveloppe nucléaire d'autre part, observées chez nos
deux microsporidies vont dans ce sens, tout comme les observations de DESPORTES (1976) chez
Stempellia mutabilis VERNICK et Coll. (1977) décrivent I'appareil de Golgi des Microsporidies
comme un "systéme complexe de membranes et de produits de sécrétion", pouvant revétir
plusieurs aspects : cisternes, vésicules, vacuoles et granules de sécrétion. C'est pourquoi il peut
apparaitre, selon les espéces 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 (1976).

L'élaboration du filament polaire débute, chez Nosema apis comme chez
Nosemoides vivieri , par la formation du futur sac polaire a partir d'un amas de vésicules
golgiennes anastomosées en un réseau & 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 , LOUBES et AKBARIEH
1977), ce qui a suggéré a 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 ['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
(1972), TAKIZAWA et Coll. (1975), DESPORTES (1976).

Le filament polaire proprement dit tire également son origine d'un amas de
vésicules golgiennes a contenu dense, et qui s'anastomosent pour constituer un réseau dont les

mailles, formées de matériel opaque, délimitent des zones claires & texture parfois trés



129

légérement et finement granulaire. Souvent dans cet amas se trouve une zone ou les mailles sont
mélangées A des petites vésicules a contenu clair. Le filament polaire se différencie et se dégage a
la périphérie de ce réseau. |l est alors constitué de trois zones : un axe central dense situé a
lintérieur d'une zone moyenne claire, elle-rhéme entourée d'une zone dense externe limitée par
une membrane. Selon DESPORTES (1976) 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 goligien, 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. Il est possible
de rencontrer plusieurs axes centraux encore groupés a lintérieur 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 connaiire l'origine de cette membrane : appareil de Golgi ou
réticulum endoplasmique ou autre origine ? DESPORTES (1976) parie d'une enveloppe
membranaire constituée a 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 & une origine golgienne, notamment a 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 trés aplatis
a contenu dense, dilatés a leurs extrémités et montrant des sections de diamétre inférieur a
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 & des granules denses de diametre relativement important. Un Golgi de ce type a
également été observé chez Hirsutusporos austrosimulii (BATSON 1983) et Amblyospora

pinensis (KETTLE et PIPER 1988). D'aprés WEIDNER (1970) le filament polaire aurait une
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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 l'ergastoplasme. Il faut en effet rappeler que ces deux
structures, appareil de Golgi et réticulum endoplasmique, sont souvent étroitement intriquées,
la premiére étant issue de la seconde, et la limite entre les deux n'etant pas toujours trés nette.
Un fait intéressant a souligner est la présence, en début de sporogenése, chez
Nosemoides vivieri comme chez Nosema apis d'une ou plusieurs vacuoles dans le cytoplasme du
jeune sporoblaste. La plus grande de ces vacuoles est en relation directe soit avec le sac polaire
(Nosemoides vivieri ), soit avec le filament polaire, & 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 a mesure que se différencie le filament polaire
et a disparu lorsque celui-ci est entierement 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 étre 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
étre & l'origine, selon DESPORTES (1976), du matériel protéique constituant I'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 parait 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 BOUIX 1983), Loma diplodae (BEKHTI et BOUIX 1985),

Amblyospora culicis (TOGUEBAYE et MARCHAND 1986). Dans tous ces exemples en effet, les
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auteurs parlent d'une grande vacuole, la "vacuole commune du filament polaire" qui apparait
prés du complexe golgien, s'allonge, et dans laquelle se différencient les différentes zones du
filament polaire, & partir du réseau golgien. Chez d'autres espéces l'origine du filament polaire
peut éire légérement différente : ainsi chez Nosema algerae (CANNING et SINDEN 1973) le
filament se constitue A 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 a l'origine des couches externes. Cette
interprétation légérement différente de la ndtre pourrait étre 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, & la lumiére 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 a la fagon d'une membrane.
Un mode un peu particulier de différenciation du filament polaire a été observé
par DESPORTES et Coll. (1985) chez Enterocytozoon bieneusi. En effet, dans un méme 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.
Il ressort donc de cette étude que le principal ( et primordial) appareil &
l'origine du filament polaire est le complexe golgien observé sous ses différents aspects
possibles : cisternes, saccules trés aplatis, vésicules, granules de sécrétion (VERNICK et Coll.,
1977). Il ne faut cependant pas oublier le réle plus discret du réticulum endoplasmique souvent
associé a l'appareil de Golgi. Tous les travaux et toutes les hypothéses possibles concernant

l'origine du filament polaire ont d'ailleurs été analysés par VAVRA (1976).
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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) ou elles sont nombreuses
et réparties plus ou moins régulierement sans dessiner de motif particulier. Ces observations
corroborent celles de VAVRA et Coll.,, (1982). Cependant parmi les espéces étudiées par ces
auteurs, seule la membrane du filament polaire de Tuzetia sp. porte, sur sa face EF de
nombreuses PIM, comme chez Nosema apis. Chez les autres espéces, 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 materiel 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 a 'amas de vésicules golgiennes a 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. Il semble que ces auteurs
considerent comme double membrane les deux faces de fracture EF et PF d'une seule et méme
membrane. Ces deux faces portent de nombreuses particules intramembranaires plus ou moins
disposées suivant un réseau, a la maniére des mailles d'un filet. Le coeur du filament présente

une structure tubulaire constituée de sous-unités ou "microcylindres" rangés selon une
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symétrie radiaire d'ordre douze. Ces "microcylindres" pourraient correspbndre aux particules
observées au niveau de l'axe central du filament polaire de Nosema apis . CANNING et NICHOLAS
(1974) ont observé, sur coupes ultrafines, un anneau de dix-huit sous-unités a 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 déja été envisagée par
KRAMER (1960) et LOM et VAVRA (1963), hypothése 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 parait étre le

contraire de nos propres observations chez cette méme 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'a un tiers du volume total de la spore (VAVRA 1976). Il est constitué par un empilement
serré de lamelles trés apiaties et disposées autour de la partie basale du filament polaire. |l
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 polaropiaste lamellaire se trouve un polaroplaste vésiculaire, trés peu
développé chez Nosema apis, constitué de petites vésicules issues des extrémités légérement
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 apparait uniquement lamellaire. Le
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polaroplaste peut parfois revétir des aspects assez particuliers. Ainsi chez Episeptum inversum
(LARSON 1986), la partie antérieure est constituée de lamelles laches 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
CAL! 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 fagon hélicoidale. Celui de Duboscgia aediphaga
(KETTLE et PIPER 1988) comprend trois parties : une partie antérieure a lamelles dilatées et
une partie postérieure a 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 I'appareil de Golgi, soit des deux & la fois. Pour TOGUEBAYE
et MARCHAND (1984, 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 paralléles
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
inframembranaires 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 trés serrées dont 1a face convexe (= face EF ?) est granulaire.
Les deux faces PF et EF des lamelles seraient donc également granulaires, l'auteur ne précisant

toutefois pas s'il existe une différence de densité des PIM entre les deux faces. Chez Thelohania
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bracteata (LIU et DAVIES, 1972) le polaroplaste apparait trés feuilleté et les surfaces des
lamelles empilées sont lisses. Il semblerait que dans ce cas, les surfaces lisses observées
représentent les vraies surfaces des membranes et non les faces fracturées.

Le rdle du polaroplaste est encore mal connu et plusieurs hypothéses 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 trés 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 & 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 aprés l'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 (1985) indiquent que, chez Glugea hertwigi et Spraguea
lophii , la membrane du polaroplaste est expulsée en méme temps que le sporoplasme et
participe & la formation de la nouvelle membrane de ce dernier, la membrane plasmique de la
spore restant & lintérieur 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 aprés I'extrusion du filament polaire
et avant I'expulsion du sporoplasme qui sortira alors limité par sa propre membrane
plasmique. Les resteslmembranaires retrouvés dans la spore vide, seraient alors constitués par

la membrane de la vacuole postérieure et une partie de la membrane plasmique sporale.
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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, déja observée chez les
sporontes. Cette couche sera a l'origine de l'exospore de la future spore.

En cryofracture 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 cpnsiste en l'évolution de la densité des
particules intramembranaires au cours de la sporogenése. 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, régulierement réparties sur la face EF,
paraissent vaguement disposées en réseau, a la maniére 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 tres faible chez les sporoblastes 4gés. Toujours chez Nosema apis , LIU (1973) ne
remarque que des particules fortement agrégées sur la membrane fracturée. !l semble donc que
la densité de ces PIM soit liée & I'activite physiologique de la cellule microsporidienhe. Pendant
la sporogeneése, 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 'hypothése 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 ol les
mitochondries sont également absentes, ces enzymes sont localisées dans la membrane plasmique
(CARPENTER, 1967). WEIDNER et TRAGER (1973) montrent le réle 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
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ces parasites, dépourvus de mitochondries, ont souvent été observés, pendant leur phase de
croissance, entourés de mitochondries du cytoplasme-héte (YOUSSEF et HAMMOND 1971,
DESPORTES 1976). Pendant cette phase de croissance, I'ATP ne pourrait-il pas alors étre
stocké dans la membrane plasmique, pour étre utilisé au fur et & mesure des besoins pendant la

sporogenése ?

5) la spore

La spore constitue l'ultime étape du développement des microsporidies. Elle est
le résultat de la sporogenése qui se termine par la différenciation de la paroi sporale et plus
particulierement 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 sporoplasme contre toute attaque
extérieure d'autre part.Elle réagira cependant aux stimulis qui déclencheront le processus
d'extrusion du filament polaire permettant la pénétration du sporoplasme dans une nouvelle
cellule-héte.

a) Le filament polaire

Dans la spore, le filament polaire est ancré, par son extrémité basale, sur le
sac polaire situé au pdle apical . Puis il traverse, en une portion rectiligne, le polaroplaste
lamellaire, pour s'enrouler en une double spirale & 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 espéces, 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 I'équivalent du manubrium des

spores des microsporidies a manubrium telles que les Metchnikovellidae (VIVIER 1975) :
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Metchnikovella hovassei (VIVIER et SCHREVEL 1973), Metchnikovella wohifarthi
(HILDEBRAND et VIVIER 1971), Amphiamblys laubieri (DESPORTES et THEODORIDES 1979),
ou les Mrazekiidae : Mrazekia lumbriculi (DE PUYTORAC, 1961, 1962), Mrazekia
brevicauda (GOTZ 1981). L'enroulement du filament semble se faire au fur et & mesure de sa
formation & la périphérie du réseau golgien. Il n'y a donc pas d'enroulement initial de I'axe
central du filament a l'intérieur de la vacuole du filament polaire, tel que cela a été signalé chez
certaines espéces par BERREBI (1978, 1979), MILNER et MAYER (1982), TOGUEBAYE et
MARCHAND (1986). Toutes les études faites au microscope électronique & transmission ont
montré que le filament polaire est constitué de plusieurs couches concentriques trés bien
analysées par VAVRA (1976). D'aprés cet auteur, il est généralement admis que le filament
polaire est une structure complexe dans laquelle se trouvent d.eux tubes emboités I'un dans
l'autre. Le tube externe pourrait correspondre & la zone externe du filament observée lors de sa
différenciation, et I'axe central au tube interne dont la lumiére contient du matériel dense. Le
probléme, toujours selon VAVRA (1976), est de connaitre 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, aprés
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 a 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,
la ou 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,
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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 étre completement formé 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 (1987), lors de I'extrusion du
filament polaire de Nosema couilloudi & lintérieur méme d'une cellule-héte, ce filament ne
jouerait qu'un role restreint limité a la formation, au pdle apical de la spore, d'une ouverture
dans la paroi sporale. En effet le tube polaire, aussitét constitué, se désagrége rapidement et ne
sert donc pas au passage du sporoplasme qui est alors directement libéré dans le cytoplasme de
la cellule-héte. Cette désagrégation pourrait s'expliquer par le fait que, a lintérieur de la
cellule-hdte, les facteurs du milieu environnant qui influencent la stabilité du tube polaire ne
sont pas les mémes que ceux rencontrés dans un milieu extérieur approprié tel que la lumiére
intestinale de l'individu-héte.

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, 'endospore et I'exospore, parfaitement observées chez
Nosemoides vivieri et Nosema apis . Si les deux premiéres composantes présentent une
structure identique a celle décrite par HUGER (1960) et retrouvée chez toutes les autres
especes étudiées jusqu'ici, la structure de la troisieme 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
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fractures portent des particules intramembranaires dont le nombre varierait en fonction de
l'age de la spore. En effet, en fin de sporogenese, les faces PF et EF de la membrane du
sporoblaste portaient trés 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 a cette période, dont on pourrait penser qu'elle est lige,
directement ou indirectement, a la formation de I'endospore. Dans cette hypothése, la logique
voudrait que, l'endospore une fois différenciée, l'activité physiologique au niveau de la
membrane ralentisse et que la densité des PIM diminue a nouveau. C'est ce qui semble se passer,
bien qu'il soit difficile, & la vue d'une paroi sporale fracturée, de déterminer I'age 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 phénomeéne serait donc nécessaire, de méme qu'une
étude de la membrane pendant I'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 "systéme antidérapant” empéchant le
contenu de la spore de tournoyer dans la spore, au moment de ['activation et de I'extrusion du
filament polaire. Mais selon VAVRA et Coll. (1986), ce "systéme" pourrait étre d{l & 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

méme face, chez une spore mature apparait relativement lisse avec peu de PIM ; cependant la
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face concave (EF) porte ces sortes de "pustules” déja remarquées chez Thelohania bracteata et
qui pourraient étre la conséquence d'un artéfact (VAVRA et Coll. 1986).
. L'endospore

La différenciation de I'endospore marque le passage du stade sporoblaste 4gé au
stade jeune spore, et semble indiquer la fin de la sporogenése. L'endospore est une couche
transparente, trois a quatre fois plus épaisse que I'exospore chez Nosema apis . Elle s'amincit
fortement au pdle apical de la spore, 1a ou se pratiquera l'ouverture permettant I'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 a 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 méme LIU et DAVIES (1972) chez Thelohania bracteata et LIU (1973) chez Nosema
apis suggerent l'idée que cet espace clair pourrait résulter d'un phénoméne de rétraction dd a 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 (1976) puis TOGUEBAYE et MARCHAND (1986),
pensent que cette couche exsudée dans une zone de rétraction formée en fin de sporogenése,
serait d'origine endogéne. Selon LIU et DAVIES (1972), les saccules dilatés a surface lisse,
observés dans le cytoplasme des sporoblastes et issus du réticulum endoplasmique, joueraient
un rble dans la formation de I'enveloppe sporale.

En cryofracture nous avons retrouvé, au niveau de l'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 3 la
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limite endo-exospore, mais aussi & celui des travées reliant la membrane plasmique a 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 embailées dans une matrice épaisse, sans toutefois
pouvoir différencier I'endospore de l'exospore. Cependant VAVRA (1976) signale que les
microphotographies présentées par ces auteurs montrent une couche fibrillaire dont I'épaisseur
est comparable & celle de I'endospore observée sur coupes uitrafines (LIU et DAVIES 1972).
Mais si cette couche correspond effectivement a I'endospore, sa structure fibrillaire, bien
matérialisée en cryofracture, devrait I'étre tout autant sur coupes ultrafines. De méme 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 Ilongitudinalement et
transversalement, qui ressemblent & 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 probleme est alors de connaitre I'dge
exact des stades étudiés et le moment précis du cycle ou cette endospore se différencie. N'est-il
pas possible que, sur tous les stades observés par ces auteurs, 'endospore ne soit pas encore
formée, et la paroi ne comprendrait alors que la seule exospore dans laquelle deux sous-couches
pourraient étre distinguées. Chez Nosema apis , deux sous-couches peuvent parfois étre
observées au niveau de I'exospore (fig.125) de certaines spores. L'endospore 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 étre constituée de chitine
colloidale {donc amorphe et sans sous-structure) non associée a 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 lépidoptere Pieris brassicae . Il est également possible aussi

que cette chitine puisse revétir des aspects différents d'une espéce a l'autre.
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. L'exospore

L'exospore est issue du matériel dense qui se dépose sur la membrane
plasmique du sporonte, dépét qui représente la premiére manifestation visible de la
différenciation sporoblastique. Chez les sporoblastes agés, en fin de sporogenése, cette couche se
décolle de la mémbrane plasmique, a l'instant ou se forme l'endospore, pour constituer
I'exospore proprement dite. L'épaisseur de celle-ci est variable d'une espéce a l'autre et peut
méme ne pas étre uniforme autour d'une méme spore, comme chez Amblyospora sp.
(ANDREADIS et HALL 1979). Chez Nosema apis elle est relativement mince, par rapport a
I'épaisseur de I'endospore, et présente un aspect homogéne, sans sous-structure apparente,
comme chez la plupart des Nosema . Cependant TOGUEBAYE et BOUIX (1989) décrivent, chez
Nosema galerucellae , une exospore formée de plusieurs couches. Chez d'autres microsporidies
I'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 1986), Duboscqia aediphaga et Amblyospora pinensis (KETTLE et PIPER 1988).
L'exospore de Nosema apis apparait relativement lisse ou légérement rugueuse, mais ne
présente jamais d'ornementations comme chez Spraguea lophii (LOUBES et Coll. 1979) ou
Glugea americanus (TAKVORIAN et CALI 1386). VAVRA (1976), signale la présence de certains
appendices aux pbles des spores dans les genres Caudospora, Weiseria, Mrazekia . CODREANU et
Coll. (1974) avaient aussi remarqué trois appendices tubulaires au pdle basal de la spore
d'Orthothelohania sp. . D'autres appendices peuvent également étre observés, au niveau de
'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 1870) dont

la structure a été précisée par DWYER et WEIDNER (1973), soit de formations tubulaires
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comme chez Tuzetia debaisieuxi (VAVRA 1965, 1976; LOUBES et MAURAND 19786). Ces
appendices se rencontrant plus fréquemment chez les espéces parasites d'animaux aquatiques,
ils pourraient jouer un réle important dans la flottaison des spores (VAVRA, 1963 1976) ou
permettre de fixer celles-ci a un substrat ou aux particules flottantes (OVERSTREET et
WEIDNER 1974).

En cryofracture, l'exospore de Nosema apis présente une texture
granulofibrillaire comme cela a également été observé par LIU et DAVIES (1973), VAVRA et
Coll. (1982, 1986). Chez les spores matures il est possible de distinguer deux sous-couches
dans cette exospore : une sous-couche externe de texture plutdt granulaire et une sous-couche
interne de texture plutdt 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. (18868), & l'endospore. Chez
Amblyospora opacita , VAVRA et Coll. (1986) déecrivent également une paroi avec deux couches
de texture différente : 'exospore externe et l'endospore interne. Mais la question de savoir si
cette couche interne représente vraiment l'endospore, reste posée. Chez Nosema apis , si deux
sous-couches peuvent étre visibles au niveau de I'exospore, l'endospore reste toujours aussi
transparente.

Il 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, & un traitement & l'acide sulfurique; les images présentées suggérent
d'ailleurs que cette partie résistante pourrait correspondre & l'exospore. Celle-ci pourrait donc

constituer la partie la plus résistante et la plus coriace de la paroi sporale.
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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-héte, et a 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'intérét systématique de l'existence ou non d'un
pansporoblaste ou vésicule sporophorique a d'ailleurs été démontré par TUZET et Coll. (1971),
SPRAGUE (1972, 1977, 1982), WEISER (1977, 1985), LARSSON (1986).

Ces deux parasites présentent le cycle classique des microsporidies (VAVRA
1976, VIVIER 1979) avec l'alternance des deux phases caractéristiques que sont la merogonie
ou phase végétative et la sporogonie ou sporogenése. Cependant deux caractéres principaux
différencient ces deux espéces :

- Nosema apis apparait toujours sous l'état diplocaryotique, c'est a dire que
tous les stades du cycle présentent toujours un appareil nucléaire constitué de deux noyaux
accolés en un diplocafyon, 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
sparoblaste 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
I'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 I'enveloppe nucléaire



147

et la caryocinése est une cryptomitose a 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'accolement. Cependant la densité des
particules intramembranaires, observée en cryofracture a cet endroit, est plus élevée que sur
le reste des membranes nucléaires des deux noyaux, ce qui semble suggérer une activité plus
intense & ce niveau et pourquoi pas I'échange d'informations ou méme de matériel entre les deux
noyaux.

Les mérontes de la derniére génération, parfois appelés présporontes par
certains auteurs, évoluent en sporontes qui constituent le point de départ de la deuxiéme phase
du cycle, la sporogonie. La structure des jeunes sporontes est identique a celle des mérontes, si
ce n'est le dépdt d'une couche, d'abord discontinue puis continue ensuite, de matériel dense sur la
face externe de la membrane plasmique. Ce phénoméne marque la premiére manifestation
visible de la sporogenése. De chaque sporonte seront issus plusieurs (Nosemoides vivieri) ou
deux (Nosema apis) sporoblastes. La caryocinése précédant toujours la cytodiérése, des stades
plasmodiaux transitoires sont fréquemment rencontrés.

Chaque sporoblaste évolue en une seule spore et constitue un remarquable
exemple de différenciation cellulaire avec l'organitogenése des différentes structures de la
spore. Au cours de ce stade va s'élaborer tout le systéme d'extrusion, c'est & dire le filament
polaire et ses annexes (polaroplaste et vacuole postérieure) qui permettra, aprés activation de
la spore, "d'inoculer” le sporoplasme dans une nouvelle cellule-héte. Le sporoblaste est donc le
siege d'une trés grande activité de la part de '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 particuliére, le sac polaire situé
au pdle apical de la spore, et une partie distale, beaucoup plus longue, enroulée en spirale sous

la paroi de la spore. Il tire principalement son origine de lintense activité de nombreuses
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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 Nosemoiies vivieri ou
ailleurs dans le cytoplasme chez Nosema apis , avant de gagner le pdle apical de la spore. Puis
une vacuole en relation avec le sac polaire ou la base du filament, se forme a partir du
réticulum endoplasmique mais aussi par coalescence des veésicules 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, & partir du contenu des vésicules golgiennes organisé en un réseau dense, éléments qui
seront limités par une membrane correspondant & 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 a celles
observées sur les répliques obtenues par cryofracture. Le polaroplaste lamellaire se
différencie, en fin de transformation sporoblastique, & partir de saccules et vésicules issus du
réticulum endoplasmique 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 rdle, est-elle en relation ou non avec l'extrémité distale du filament polaire, sont des
questions non élucidées & 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 &gés, 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 a l'origine de I'exospore de la future paroi sporale.
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Cette couche dense doit vraisemblablement constituer une barriére de plus en plus
infranchissable entre le parasite et le cytoplasme de la cellule-héte, et les échanges deviennent
de moins en moins possibles. D'autre part toute cette organitogenése doit necessiter une
importante quantité d'énergie et chez ces organismes les mitochondries et les reéserves sont
absentes. Cette énergie est-elle stockée au cours de la phase végétative et alors sous quelle
forme ?

La spore constitue l'uitime 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 ou plusieurs
couches concentriques sont visibles. Le polaroplaste prend un aspect feuilleté et parait
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 l'exospore de nature protéique. Cette paroi forme une enveloppe trés
résistante avec une endospore insoluble par les aicalis (VAVRA 1968) et une exospore résistant
a 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 &
'exospore, elle pourrait également étre endogéne, mais aussi exogéne, a partir de matériel du
cytoplasme de la cellule-héte; s'il s'agit alors d'une espéce de réaction parasitaire, pourquoi
avoir attendu le stade sporonte pour réagir, a moins que cela ne constitue la deuxiéme phase d'un
processus complexe et inconnu ayant débuté par I'encerclement des mérontes par le réticulum
endoplasmique-héte. En cryofracture, la densité des particules intramembranaires de la
membrane plasmique augmente sensiblement au moment de la formation de I'endospore, puis

diminue a nouveau chez les spores matures, mais cela demande confirmation. L'endospore
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apparait, comme sur les coupes ultrafines, pratiquement transparente et amorphe, ce qui serait
ariginal par rapport & I'aspect de celle des quelques autres microsporidies étudiées par la méme
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 agées, de distinguer deux sous-couches : I'une interne
plutdt fibrillaire et I'autre externe a dominante granulaire.

Ce travail devrait donc contribuer a une meilleure connaissance du monde des
Microsporidies, et si la structure de ces parasites commence & étre bien établie et que leur
dépendance vis a vis de la cellule parasitée ne fait pas de doute, les problémes liés a leur
physiologie cellulaire sont nombreux : comment fonctionnent ces organismes, d'ou tirent-ils
I'énergie dont ils ont besoin, quelle est la nature des échanges héte-parasite ? Ce sont Ia autant

de questions qui restent a résoudre.
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RESUME

Les microsporidies Nosemoides vivieri et Nosema apis sont des protozoaires parasites
intracellulaires obligatoires, dont tous les stades du cycle sont en contact direct avec le cytoplasme
de la cellule-h6te. Ce cycle est caractérisé par I'alternance de deux phases : une phase végétative
(ou mérogonie) a structure cellulaire non spécialisée pendant laquelle le parasite crd?t et se
multiplie activement, et une phase sporogonique (ou sporogonie) aboutissant & 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 I'appareil nécessaire a son inoculation dans la
cellule-héte.

L’étude ultrastructurale des différents stades du cycle : mérontes, sporontes,
sporoblastes et spores montre le réle 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 évidence I'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, Systémes Membranaires.



SUMMARY

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 contact with the host-cell cytoplasm. The life cycle is specially characterized by the
alternation of two distinct phases : the vegetative phase (merogony) with a nonspecialized cellular
structure, during which the parasite grows and rapidly divides 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,
polaroplast, 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.






