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PRÉFACE
L*es perfectionnements de la technique histo-
logîque ont permis depuis quelques années
d'aboMer les problèmes ardus de la structure
* des <( infiniment petits ». Les résultats obtenus
chez un certain nombre de protozoaires et
d'algues paraissent aujourd'hui définitivement
établis et ont démontré chez ces organismes
élémentaires la présence toujours constante
d'un noyau. Il n'y aurait guère que les M onères
de Hœckel qui, d'après cet auteur, feraient .
* exception à la règle. Mais Grûber grâce à des
méthodes nouvelles de coloration esj; arrivé à
déceler dans un grand nombre de Monères la
présence de granules présentant leô caractères
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de la substance nucléaire et il y a une tendance à ne plus adn>ettre l'existence de Protistes non nucléés.
D'autre part l'ensemble des recherches cytologiques faites sur les animaux, sur les végétaux et certaines experiences.de Balbiani et Klebs %)nt montré le noyau comme un orgaile indispensable à la vie cellulaire.
Cependant chez les Bactériacées, les Cyanophycées et les levures, si un grand nombre de mémoires ont été publiés sur ce sujet depuis une vingtaine d'années, la question du noyau n'en reste pas moins d'une inextricable confusion. •
Malgré la difficulté de cette étude, nous avons essayé d'apporter quelques observations nouvelles sur la structure des levures, en nous appuyant surtout sur les données récemment introduites par un important travail de Wager.
Notre but a été simplement de différencier lé noya^u des divers éléments de la cellule et d'étudier son rôle biologique, en faisant abstraction de tout ce qui regarde la membrane.
Afin d'appoi;ter quelque précision et d'éviter
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les chances d'erreur, nous avons suivi une méthode toute différente de celle de nos devanciers ; elle a consisté à comparer la structure de certaines moisissures, que leurs dimensions rendaient plus faciles à étudier^ à celle des levures et enfin à employer comparativement un très grand^ nombre de méthodes de fixation et de coloration.
Ce travail a été fait au laboratoire de botanique *de l'Université de Lyon. Nous gommes hehreux de remercier ici M. le professeur Gérard de Taimable accueil qu'il nous fait dans son laboratoire et de l'intérêt qu'il a toujours porté à nos recherches ; nous adressons toute notre gratitude à M. Ray, maîtfe de conférences à la Faculté^ qui nous a guidé dans nos premiers pas et nous a initfé aux» travaux de laboratoire.
Nous tenons à exprimer notre plus vive reconnaissance àM.*Matruciiot, maître de conférences à l'École normale supérieure qui a bien voulu examiner nos préparations et nous aider de sa grande expérience dans leur interprétation si délicate:
Nous soumettoas ce travail à la bienveillance de notre président de thèse, M. le professeur Gaston Bonnier. Nous n'aurions* pas entrepris cette étude, si nous ne nous étions, dès le début, senti soutenu par la bienveillance d'un maître toujours prêt à encourager les recherches de botanique.
I. — Historique de la question
Depuis longtemps les botanistes se? sont préoccupéa de la structure des champignons.
De ncftnbreux observateurs, tels que Schmitz, Strasburger, Dangeard, Istwanfi, démontrèrent fexistence du noyau dans la plupart des moisîs- §ures, et ces résultats furent confirmés d'une manière définitive par de plus récentes études. Seule, la question du noyau des levures devait rester controversée ; la petite dimension de leurs cellules, la forte affinité du cytoplasme pour les matières colorantes, jointes à la présence d'un très grand nombre de produits ^vers disséminés dans la cellule et capables de
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fixer les colorants, rendaient extrêmement difficile la différenciation du noyau. Aussi depuis très longtemps les observations se suivent sans apporter autre chose que dès résultats contradicfoires.
Schleiden (i845) et Naegeli (i846) aperçurent pour la première fois le noyau des levures.
Longtemps après, Schmitz (1879), ^ l'aide d'une fixation à Tacide picrique et d'une coloration à rhêmatéate d'ammoniaque, trouve à son tour dans le S. cereçisiœ et le S. mycoderma vini^ des corps qu'il considère comme des noyaux.
D'après lui, il y aurait dans chaque cellule un noyau sphérique logé dans le plasme et à peu près au centre de la cellule.
Zalew^sky (i885) étudie la sporulation du S. èllipsoïdeus. Il place quelques cellules de cette levure sur des gouttelettes pendantes d'eau distillée et suit le processus de la formatièn des spores. Il contaste que la cellule devient vacuo* laire, puis les vacuoles finissent par se fusionner pour constituer une seule grosse vacuole occupant presque toute la cellule et rejetajit le protoplasme à la périphérie. Certaines parties de ce protoplasme forment des saillies, se gonflent et constituent les spores. On distingue dans ce plasme sporogène quelques granules que l'auteur considère comme des noyaux en voie de division. D'autre part, en colorant la
levure avec rhématoîxylme, il arrive à jnettre en évidence dans chaque cellule à Tétat de repos, un noyau unique constitué d'une masse* ellipsoïdale avec un petit nucléole.
Hansen (1886) constate dans le S. pastorianus un corps analogue à 'celui qu'avait décrit ' Schmitz, et qui serait également pour lu/ le noyau. A peu pressa la même époque Stras.- • burger (1886) colore le S. cerensiœ au moyen de l'hémaléate d'ammoniaque après fixation, à l'acide picrique et voit dans chaque cellule, vers le centre, un petit noyau arrondi de couleur sombre. Zacharias (1887) iécèle également à l'aide de l'hématoxyline un corps qui, correspondrait au noyau et qui lui semble posséder les caractères microchimiques de la nucléine. Zimmermann (1887) se range aussi à cette opinion dans son Traité sur la morphologie et la physiologie du noyau des végétaux.
Kunstler etBusquët (1890) publient une étude histologique sur le S. guttûlatus. Ils observent une structure protoplasmique très compliquée dans laquelle ilsYlistinguent : 1° une couche souscuticulaire hyaline (ectoplasme) à organisation fibrillaire; 2** une couche moyenne 'formée d'alvéoles et dont chaque alvéole contient une subtance capable de se colorer intensivement : 3"* deux vacuoles centrales occupant la majeure partie de la cellule. Ils diflPérencientde môme un *
noyau^situé au centre de la cellule et constitué d'une masse chromatique entourée d'une zone hyalijie. L'ensemble de ce noyau montre une structure alvéolaire. L'existence du noyau serait selon eux indubitable.
D'autre part les analyses de Hoppe Seyler et de p^ossel (iSSq), mettant en évidence la prè-
- §ence de la nucléîne dans les levures, venaient à l'appui de ces différentes observations.
.Cependant Brûcke (i86ï) et Krasser (1881), les premiers, avaient nié l'existence du noyau dans les cellules des levures. Roux et Linossier(i89o), étudiant le champignon du muguet, ne paryenaient pas non plus' à différencier le noyau à Taide des couleurs d'aniline et pensaient que la nucléîne était diffuse dans le protoplasme comme chez les bactéries.
De son côté, Raum (1891) ne put réussir à démontrer la présence du noyau. Il étudie un grand nombre dé levures (S. pastorianus^ S. -ellipsoïdeus, Monilia candida, S. Kefir^ divers Torula). Il fixe par la chaleur et emploie comme colorant un mélange de bleu de méthylène et de brun de Bismarck, suivant la méthode utilisée par Ernst pour les bactéries. Il arrive par ce procédé à différencier des granules noirs se détachant sur un fond jaune ou brun; ces granules sont très variables
* d'une cellule à l'autre," aussi bien par leur
"dimension que par leur nombre. Ce ne sontpas des formations absolument constantes ; ils sont surtout nets lorsque les cellules sont en pleine , vitalité ; ils sont quelquefois disséminés de côté «et d'autre dans le protoplasme, mais le plus souvent ils forment une masse à contour irrégulier et qui pourrait être assimilée à un noyau. Ces granules semblent ôtre très plastiques et pénètrent dans les bourgeons en ?e rétrécissant dans* le col qui unit le jeune bourgeon à la cellule mère. Kaum les a constatés toujours à proximité des vacuoles, avec lesquelles ils^ont dans un rapport constant. Les vacjioles seraient, suivant cet auteur, capables à certains stades de fixer la couleur et de se transformer on ces granules. Au moment de la sporulation, les granules se multiplient et formeilt un cercle autour de la cellule, puis se fusioniient pour entrer dans la constitution des spores comme les grains sporogènes de Ernst. Ils correspondraient aux vacuoles décrites par Zalewski au moment de la sporulation. Ces granules né sont pas constants dans la cellule, n'offrent aucune trace de structure et n'ont pas les propriétés microchimiques de la nucléine ; * aussi Ratun se refuse-t-il à les^ considérer comme des poyaux et les rapproche des' grains sporogènes découverts par Erpst chez certaines bactéries.
MoieHer (iSgix) affirme au contraire la pré-' sence d'un noyau dans le S. Cerevisiœ. Il fixe les cellules par une solution d'iodure de potassium saturée d'iode et colore au moyen de la fuchsine, de l'hématéine ou du violet de gentiane. Il obtient ainsi la différenciation d'un noyau. Ce noyau est homogène et possède une forme variable, le plus souvent ronde, mais quelquefois discoïdale ou lobée. Il est situé soit au milieu de la cellule, soit au voisinage de la membrane. Il semble être doué de mouvements amiboïdes. Sa division paraît s'effectuer suivant le mode direct. Le protoplasme contient en outre Une grande quantité de micrqsomes qui se teignent intensivement par le bleu de méthylène. L'auteur cherche à étudier le rôle du noyau dans la formation des spores, mais il ne parvient pas à observer sa division. Le noyau reste à l'état de repos dans lé plasme de la cellule, alors même que les spores haïssent à côté, sous forme de petites masses arrondies, qui se colorent uniformément sans qu'on y puisse distinguer de noyau. En présence de pareilles singularités, Moeller n'hésite pas ànier l'existence des spores éhez les levures et à prendre les corps ainsi décrits pour de simples gouttelettes de graisse exsudées du protoplasme en dégénérescence et dépourvues de membranes et de noyaux. Moeller étudie
dans le même travail quelques conidies levures d'Ustilaginées^et constate une complète similitude entr^la structure de ces formes levures et les véritables levures ; il s'en sert pour nier l'indépendance du genre Saccharomyces.
En 1893, Mœller reprend ses recherches et confirme sa manière de ^oir au sujet du noyau en employant cette fois Thématoxyline de Heidenhain, mais il reconnaît son erreur à l'égard des spores. Il constate chez les Saccharomyces de véritables spores endogènes contenant chacune un noyau et provenant dje la division amitotique du noyau de la cellule mère.
Krasser (1898), ^e basant sur ce que les corps de Mœller ne possèdent^as les propriétés de la nucléine, réfute ce travail et considère le protoplasme des levures comme un archiplasme dans lequel serait disséminée la.nucléine.
Hiéronymus (1898) arrive de son côté à des résultats tout à fait différents de tous ceux que nous venons d'analyser. A l'aide d'une solution de carmin* acétique, il observe une structure particulière dans le S. cereçisiœ: la» cellule serait traversée de part en part par un filament central (centralfaden) enroulé en spirale ou pelotonné et formé d'un grand nombre de graf nules réunis par du protoplasme et fortement colorables. Ces granules auraient des formes
très irrégulières, la plupart seraient anguleus*es et dans les plus gros l'auteur crtoit reconnaître des contours géométriques et les ^considère comme des cristalloïdes. Quelques-uns. de ces granules se répandraient dans les vacuoles et y seraient animés de mouvements browniens.
Ceux-ci, très gros, montreraient nettement des formes tétraédriques. Hiéronymils compare cette structure à celle qu'il avait observée chez les Phjcochromacées, où il existerait le même centralfaden. Les réactions microchimiques de cpè granules lui donnent des résultats incertains, mais il croit néanmoins pouvoir les assimiler à des grains de chromatine et l'ensemble constituerait l'équivalent d'u;i noyau.
L'étude du noyau dés levures fut reprise en 1893 par M. Dangear4 ; par une fixation à l'alcool absolu et une coloration à Thématoxyline, il met en évidence dans le S. cereçisiœ un noyau formé d'un nucléole incolore et d'une vésicule limitée par une membrane. La division paraît s'accomplir par voie amitotique. Certaines figures lui rappellent les dessins d'Hieronylnus et le centralfaden et il se les explique par une fixation défecttieuse qui aurait déchiré le noyau et l'aurait divisé en fragments. De son côté Janssens (1898) est amené à constater aussi l'existence d'un noyau dans plusieurs levures.
B. Fischer et Brebeck (1894) signalent chez
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quelques levures la présence d^un noyau analogue à celui qu'avait décrit Moeller,
Beyerinck (i894)> dans sa Monographie du Schizosaccharomyces octosporus découvert par lui sur des raimns de Turquie, observe pendant la sporulation des corps ré&ingents paraissant se diviser avant la formation des spores et qui seraient dçs noyaux, '
Dans ses leçons sur la cellule, Hênneguy (1896) adjnet également Texistence d'un noyau et il s'appuie pour cela sur des observations qu'il a faites sur une levure rose développée accidentellement sur une culture de pus blennorhagique et chez laquelle il observait un noyau entouré d'une membrane d'enveloppe et contenant unnucléole,
Grato (1896) remarque dans certaines levures une structure alvéolaire très voisine de celles quHl avait rencontrées dans les algues et aperçoit un corps sphérique qu'il* croit être un noyau.
Dans ces dernières années, on découvrit cer- , tÂioies levures pathogènes qui furent l'objet d'un grand nombre de travaux histologiques, Maffuci et Sirleo (1895) isolent une levure d'un néoplasme du poumon de cobaye. Ils observent •cette levure avec une coloration à l'hématoxyline et trouvent un noyau logé au centre de la cellufe, qui occupe la majeure partie de la*
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cellule; il est formé d'une vésicule limitée par une membrane et contient à son intérieuf un certain nombre de granules qui représentent de la chromatine. Au moment du bourgeonnement, il s'étire et pénètre dans les jeunes bourgeons en se divisant par amitose.
Mais bientôt après, Roncali (iSgS), étudijint quelques levutes pathogènes trouvées dans différents tissus et s'appuyant sur les recherches de Sanfelice, conteste les résultats .de MafT^ci et âirleo, et décrit chez les levures un protoplasme formé de deux substances, dont Tune périphérique se colore fortement et l'autre centrale se teint moins intensivement et a dans les préparations fraîches un aspect hyalin. On trouve disséminés dans la partie hyaline de ce protoplasme des granules réfringents qui fixent les matières colorantes et auxquels on doit attribuer la valeur de grains de nucléine. 'La nucléine serait» donc mélangée au protoplasme comme chez les bactéries. Ces résultats sont obtenus à l'aide du carmin de lithium.
Eisenschitz (iSgS) retrouve dans le protS-, plasme des levures des granulations analogues à celles de Raum. 11 colore ces préparations par le vert de méthyle et le rouge de Congo. 11 décrit dans la cellule deux catégories de granules qui • fixent énergiquement les matières colorantes ; les uns se trouvent dans le protoplasme, les
autres sont situés dans la vacuole et ordinairement dans la^ périphérie. Ces granulés se distinguent par leur réaction chimique; les premiers résistent à Faction d'une solution concentrée d'acide chlorhydrique ; au contraire ceux qui sont conteijus dans les vacuoles se dissolvent comme la nucléine ^et cette propriété, jointe à l'absence du noyau et à leur affinité pour les matières colorantes, fait admettre à l'auteur qu'ils sont de nature nucléique. Le noyau de ces ôtres élémentaires serait donc réduit à l'état d'une simple vacuole contenant * un certain nombre d'éléments solides qui représenteraient des grains de chromatine. L 'hypothèse de l'origine vacuolaire du noyau ,avait déjà été formulée par quelques histologistes et, entre autres, Hofmeister et Auerbach; Eisenschitz se croit autorisé à considérer cette vacuole comme un ^tadje primitif de l'évolution du noyau ^ qui serait complété dans le développement phylogénétique pour en arriver à la conformation du noyau des organismes supérieurs. Nous verrons plus Iftin que cette théorie sera reprise par Wager.
Gurtis(i895)découvre dans certaines tumeurs malignes une levure qu'il désigne sous le nom de S. iumefaciens. Sous l'inspiration de MetschnikofT, il ét\idie la structure de cette levure. Il colore avec le vert de méthyle,
réactif spécifique de la nucléine, et n'arrive dans' aucun cas -à démontrer la présence d'un noyau, mais il observe dans le protoplasme dçs granules réfringents : les uns ne sa colprent pas et seraient des matières de réserve de nature albuminoïdé, Iqs autres fixent le vert de; méthyle ej peuvent être assimilés à 4^s grains de chromatine. En, effet, ces granules disparaissenj; sous Taction des dissolvants de la niicléine e\ après ce traitement le protoplasme prend une couleur foncée paraissant due'à une diûusion de 1^ nucléine.
Macallum (1896), par des pi'océdés d'up autre* ordre, arrive à de semblables résultats. Ayant démqntré, dans des recherches antérieure^, la, présence du fer dans le noyau des animaux et des -végétaux, il essaie de différencier le noyau en mettant en évidence ce métal à Taide de certains réactifs chimiques et il compare les résultats obtenus par cette méthode avec ceux que lui donnent les matières colorantes (hématoxyline, * safranine, éosine) ; il observe . un grand nombre d'organisnfes et notamment des champignons et des algues. Par des colorations à rhématoxyline, après fixation par la liqueur de ^ Flemming, il remarque chez le 5. cerensiœ un petit corps présent, dans chaque levure et correspondant au noyau déduit antérieurement, mais ce corps ne se colore pas par la safrânine
et ne* se* différencie pas. avec rhématoxyline, • lorsqu'on a employé la fixation au sublimé ; Fauteur met en doute sa nature de nucléine. Le S. Ludmgii possède de semblables corps, qui se , manifef^tent encore plus nettement. Le*reste du 'protoplasme se colore fortement et montre une structure alvéolaire dont les ilœuds des mailles contiennent des granulations plus colorables qui ressemblent par certains côtés aux granules, de Raum. Souvent il existe, au lieu de petits alvéoles, d€ grosses vacuoles occupant le centre de la cellule. En traitant la cellule parle suif hydrate d'ammoniaque, on obtient une coloration verte diffuse du protoplasme qui indique la présence du fer disséminé dans tout le protoplasme et qui correspond avec la propriété de ce protoplasme de fixer l'hématoxyline. Mais les granules situés d«ins les* nœuds du protoplasme apparaissent en vert fonôé montrant une condensation de la nucléine et, lorsqu'il existe de grands alvéoles, cette coloration intense se manifeste sur leur périphérie. Enfin il existe une masse fortement colorée en vert qui représente les noyaux des auteurs précédents. Macallum ne croit pas pouvoir les considérer comme tels, étant donnée l'irrégularité de leur coloration avec des colorants nucléaires, et il ignore leur signification, fja nucléine des levures serait donc diffuse dans le protoplasme et il n'existçrait pas de noyau.
Macallum étudie en outre un certain nombre de champignons appartenant à d'autres genres {Hyphelia terrestris^ Agaricus, Cysiopus candi-
, dus^ Aspergillus glaucus) et il constate partout la même particularité, seulement dans^ees derniers la nucléine peut à certains stades drf développement *e condensers sous forme- de véritables noyaux.
• Buscalioni (1896), prenant comme sujet d'étiîr des le S. guttulatus (Robin), parasite de l'intestin du cobaye, fait une étude très soigneuse de la structure de ce blastomycète. Il fixe au moyen de la coagulation par la chaleur et emploie l'hématoxyline de Boehmer comme matière colorante. Il obsef^ve dans chaque cellule deux vacuoles occupant les deux pôles, et laissant entre elles un espace protoplasmique très dense et imprégné de glycogène., où se trouve situé le noyau. Ce noy^u se laisse apercevoir à l'état frais comme une masse arrondie, un peu plus réfringente que le protoplasme. Il se colore facilement avec l'hématoxyline et apparaît comme une masse homogène. La division se fait par amitose : le noyau s'étire, pénètre dans le jeune bourgeon, se rétrécit dans le col et se divisa en deux portions. Le protoplasme renferme quelquefois des granulations qui fîxcRt l'hématoxyline et qui sont considérées par Buscalioni comme des matières de dégénérescence.
Au moment de la sporulation, le protoplasme devient granuleux et les granules se condensent pour former les spores. Ces granulajtions paraissent être de nature graisseuse, car elles brunissent par l'acide osmique. En même temps le noyau se divise en autant de noyaux filles qu'il y aura de spores. Cette division paraît s'opérer suivant un mode différent de celui du bourgeonnement et qui rappelle la karyokinèse.
Errera et Laurent (1897), dans le texte de leurs planches physiologiques, figurent des cellules de S. cereçisiœ avec un noyau qu'ils colorent à l'hématoxyline et dont ils affirment l'existence.
Vers la même époque (1897), Casagrandi fait une étude détaillée de la membrane des levures et en profite pour toucher à la question du noyau qu'il colore à l'hématoxyline, et sur lequel il se propose de revenir dans une étude postérieure. Dans le protoplasme il distingue des granules réfringents qui sont localisés soit dans le protoplasme soit dans» l'intérieur des vacuoles; ces granules sont disposés d'une manière très variable; souvent ils rappellent le<îentralfalden de Hieronymus. Vill avait déjà signalé dans les levures des granules qu'il considérait comme des globules d'huile. Casagrandi confirme cette manière de voir et monti'e que ces granules se dissolvent après un traitement prolongé dans l'éther et qu'ils
brunissent par l'acide osmique. Us joueraient le rôle de matières de réserve.
Hans Ziemann (1898) essaie un nouveau procédé de double coloration (bleu de méthylène et éosine) (jui lui donne des résultats satisfaisants chez les protozoaires, les champignons et les bactéries» Il décrit chez quelques champignons (Oïdium lactis^ Oidiiim albicans^ S. cereçisiœ^ S. niger) un noyau se teignant en rouge, contenu dans une zone achromatique et qui se détache du protoplasme coloréenbleu. Ce noyau est susceptible de se diviser et il peut exister jusqu'à seize noyaux dans chaque cellule.
En^résence des divergences d'opinion régnant jusqu'alors sur le noyau des levures, Bouin(i898^ essaie deî trancher la question, et entreprend une série de recherches sur un certain nombre de levures (S. pastorianus, S. cereçisiœ, S. Ludwigii^ S.mjycoderma^ S. tamefaciens). Les résultats les plus favorables sont obtenus avec l'hémalun et surtout l'hématoxyline de Heidenhain après fixation à l'alcool ou au sublimé. Il constate la présence d'un noyau qui est quel* quefo!s,homogène, mais qui souvent se montre constitué d'une membrane d'enveloppe et d'un nucléoplasme contenant des granules colorables de chromatine. Ce noyau est souvent d'un contour irrégulier qui semblerait dû à des mouvements amiboïdes. Pendant la fermentation, le
noyau envoie deè prolongements de tous côtés et se met en relation avec le protoplasme, prenant ainsi des formes étoilées. Le mode de division le plus "fréquent pendant le bourgeonnement est Tamitôse ; cependant, dans le S. 'LucU wigii et dans le S. nvycoderma vinè et cereçisiœ on constate des divisions particulières que l'auteur considère comme intermédiaires entre 'la division directe et la karyokinèse.
,En plaçant le S. cere^nsiœ dans le milieu où l'avait cultivé Hieronymus, c'est-à-dire dans une solution de 20 p. 100 de saccharose, Bouin obtient une structure qui rappelle ceUp qu'avait décrite cet auteur. Cette cellule se remplit de granules qui se disposent souvent en spirales comme le centralfaden et qui paraissent posséder les réactions de la nucléine ; ce seraient des noyaux. Un tel milieu de culture seinble d'une trop forte concentration pour la levure, qui se gonfle et arrête son bourgeonnement sans que le noyau cesse de se diviser et l'on obtiendrait ainsi des cellules plurinucléées. Ces divisions successives du -noyau dans une même cellule sans partage de la cellule ont été constatées par plusieurs observateurs dans d"es cellules placées dans des conditions défavorables, et l'auteur considère cette anomalie comme provenant de la trop forte concentration du milieu qui amènerait un état pathologique de la cellule.
GUILLIBRMOND. 2
Dansla sporulation,' le noyau parait se diviser constamment par un mode intermédiaire entre la mitose et Famitose.
Janssens (1898) reprend de nouvelles recher-
. ches cytologiques sur les levures en collabo* ration avec Leblanc et publie un important mémoire sur la question. La méthode de ces auteurs consiste en ime tixation par le procédé de MoeHer et nne coloration à Thématoxyline • au* fer. Leur étude porte sur S. cereçisiœ^ S* Ludmgii, S. pombe^S. octosporus. Ils constatent toujours l'existence d'un corps nucléaire, de
^ noyau * est constitué par une membrane, un karyoplasme incolpre et un nucléole. Au début de la fermentation, le noyau se vacuolise. Il se présente à Tétat frais sous la forme d'une vacuole renfermant une sphérule animée de mouvements browniens ; bientôt après, il se ramasse sur lui-même et le protoplasme se vacuolise à ses dépens. Enfin, à la faveur d'une nutrition très favorable, le protoplasme comble ces vacuoles et la levure prend en
, frais l'aspect d'\in globule uniformément dense et réfringent. A ce stade la levure fixée présente un protoplasme à structure réticulée typique. Des granules fortements colorés par l'hématoxyline peuvent naître dans les nœuds des trabécules protoplasmiques, où ils sont à l'état d'enclaves. Ces granules correspondraient
aux^ granules de Raum et à ceux de Hieronymus. Ils disparaissent avant la formation des spores et doivent être considérés comme des inteiinédiaires. Ils seraient de nature nucléoalbumînoïde.
Dans les cellules vieilles, le noyau peut se vacuoliser de nouveau et la cellule revient à son état primitif.
La division du noyau s'effectue dans le bourgeonnement par le mode direct (S. cereçisicé)^ mais aussi très souvent par le mode indirect (5. Ludmgii^ S. octosporus). *
Dans les cellules qui se préparent à sporuler, Janssens et Leblanc croient observef une division du noyau en deux noyaux filles qui semblent se séparer complètement, restent quelque temps très rapprochés l'un de l'autre, puis se refusionnent. Ils rapprochent ce phénomène dés conjugaisons nucléaires découvertes par Dangeard et Sappin-Trouffy chez certains chanjpignons et admettent que la cellule infère de Vasque a la valeur d'un œuf fécondé. Ce n^est qu'après cette divis'ion préalable suivie d'une refusion, que s'effectue la division ayant pour but de fournir un noyau à chaque spore. Cette division se fait par karyokinèse.
Malgré ces derniers travaux qui semhblaient démontrerdéfinitivement l'existence d'unnoyau dans les cellules de levure, la question était
encore très contestée, lorsque Wager reprit c^tte étude et publia en 1898 un travail d'une remarquable précision. Il observe le S. cbreçisiœ^ le S. pastorianus^ le S. Ludmgii^ îe S. mj-coderma et une levure rose trouvée dans son laboratoire • Il essaie un grand nombre de fixateurs et s'arrête au sublimé qui lui donne les meilleurs résultats. 11 expérimente également beaucoup de matières colorantes : hématoxyline de Delafield, héraatoxyline au fer, violet de gentiane, safranine, carmin et nigrosine, bleu deméttiylène et fuchsine, bleu de méthylène et éosine ; mais les préparatioi^g les plus favorables lui sont fournies par les mélanges de vert de méthyle et de fuchsine.
Il décrit au début de la fermentation, chez le S. cereçisiœ^ un noyau {noyau des auteurs)^ de structure toujours homogène, et qui ne colore jamais d'une façon très vive. Cet élément toujours accolé à la vacuole correspondrait au nucléole. Cette vacuole qu'il désigne so\is le nom de çacuole nucléaire^ en s'appuyant sur les observations d'Eisenchitz, contient toujours un certain nombre de granules, quelquefois groupés en réticulum très fin, et qui se teignent d'une manière intense avec la plupart des colorants. Ces giianules résistent à l'action de la pepsine, de même que le nucléole; il les considère comme étant de nature chromatique. L'ensemble de
cette vacuole remplie de granules chromatiques et de ce nucléole toujours en contact avec cette vacuole, constituerait, selon lui, le noyau {appareil nucléaire).
Il peut exister en outre, en dehors de la vacuole, de^ granules disséminés dans le protoplasme, qui se colorent également. Les uns, rougissant par la teinture d'alkanna, semblent appartenir à la catégorie des glpbules d'huile. Les autres seraient des matières protéiques. Ces granules offrent parfois des dispositions qui rappellent le centralfaden de Hieronymus. Ils sont très souvent groupés autour d'un nucléole, paraissant servir à sa nutrition ; le nucléole ainsi entouré d'un amas de granules irrégulièrement disposés autour de lui prend alors des formes étoilées,' qui lui donnent l'aspect décrH par Bouin pendant la fermentation.
A «ne période plus avancée de la fermentation, la vacuole. nucléaire disparaît et dnvoit se former une énorme vacuole imprégnée de glycogène, qui refoule le protoplasme à la périphérie de la cellule. Le protoplasme est alors réduit à une mince couche pariétale, contenant sur un de ses côtép le nucléole et les éléments chromatiques disséminés autour ou nucléole. Cette vacuole n'a ^ni la structure, ni le même rôle que la vacuole nucléaire.
Dans les jeunes cellules, on trouve souvent de nombreuses vacuoles nucléaires; elles semblent se fusionner pour former la vacuole unique qu'on trouve au début de la fermentation.
La division du noyau pendant lef bourgeonnement se produit toujours par amitose. La vacuole nucléaire pousse dans le jeune bourgeon un prolongement dans lequel s'accumulent un certain nombre de granules de chromatine et qui se réparent par constriction de la vacuole primitive; le nucléole subit en même temps un phénomène analogue pour donner deux nucléoles fils.
Chez le S. Ludmgii^ il existe ordinairement deux vacuoles situées aux deux pôles de la cellule et une vacuole nucléaire toujours en contact avec le nucléole efr atl milieu de la cellule. Quelquefois cependant cette yacuole reste éloignée du nucléole, mais en ce cas lui est toujours unie par un mincie filet de granules chromatiques.
Au moment' de la sporulation, on observe une division de la vacuole nucléaire qui aboutit à une vacuolisation complète du protoplasme lequel preqd alors un aspect rappelant la structure de Butschli. Les granules chromatiques se placent alors au voisinage du nucléole qui occupe le centre de la cellule, puis ils
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disparaissent en partie, paraissant absorbés par le nucléole dans lequel se condenserait tout le , noyau ; et à ce moment commence la division du noyau par un procédé qui rappelle un peu la karyokinèse.' Le protoplçtsme se rassemble autour du noyau et se partage en autant de masses qu'il y a de spores. Les spores naissent d'abord très petites, puis grossissent peu à peu en absorbant le reste du protoplasme de la • cellule mère. Chaque spore possède un noyau constitué uniquement d'un nucléole accolé à l'un des côtés de la membrane et d'où part un protoplasme rayonnant. Wager n'a jamais observé de conjugaisons nucléaires précédant la division, comme l'avaient signalé Janssens et Leblanc.
L'auteur, ayant remarqué la même structure avec vacuoles nucléaires et nucléoles chez un Mucor qui s'était développé accidentellement dans les cultures, se demande si cette structure ne serait pas répandue chez beaucoup de champignons inférieurs (i).
Cette interprétation toute nouvelle a l'avantage de concilier les deux opinions contradictoires qui partageaient les observateurs qui
(i) Vuillemin avait déjà i-emarqué dans V Entomophtora glaeospora des noyaux accolés à des vacuoles, limités par une sorte de membrane très délicate et renfermant quelques fines granulations de chromatine.
avaient étudié la structure des levures., La précision de ces recherchés, le grand nombre de méthodes de coloration essayées,- joints à la notoriété de Tauteur, donnèrent une très grande importance à ces observations qui sem-" blaient définitivement résoudre ce problème si complexe.
Aussi ce travail fut-il très bien accueilli par la plupart des botanistes (Matruchot, Reçue gén. de bot.; Poirault, Année biologique ; Evvevsi^ Bull, de l'Uniçersité de Bruxelles) (i).
II. — Technique
Méthodes de culture. — Il est nécessaire, si Ton veut obtenir des préparations suffisantes pour observer la structure du noyau et sa division, de prendre comme objet d'études deâ cellules jeunes et vigoureuses, dans lesquelles le protoplasme est encore dense et homogène.
Plus tard les vacuoles augmentent de volume, se fusionnent et repoussent le protoplasme veirs la périphérie de la cellule : le noyau se trouvant ainsi comprimé entre la vacuole et la membrane
(i) Poirault, dans son compte rendu de V Année biologique^ serait disposé à considérer le noyau de Wager comme un centrosome.
se déforme, se contracte et devient fort difficile à différencier ; en même temps le protoplasme et les vaclioles se remplissent de produits de nutrition qui sont susceptibles de prendre la couleur d'une manière plus intense que le nbyau et exposent à des erreurs d'interprétation, n fàut.en outre que les cellules examinées aient vécu dans un milieu très favorable afin d'éviter les phénomènes de dégénérescence précoce.
Les liqfçides que nous avons le plus souvent employés^ sont : le*liquide Pasteur et le liquide Mayer; ce sont du moins ceux qui paraissent les plus propres à la végétation des levures, sauf de très rares exceptions. Pour Fétude dés moisissures (Dematium et Oïdium) nous avons substitué à ces liquides le liquide Raulin, qui nous a paru partiôulièrement favorable à leur développement. Nous n'avoi\s jamais employé que des cultures pures. Ces liquides étaient placés dans des flacons d'Erlenmayer et stérilisés à l'autoclave •
Pour ce qui concerne les phénomènes de sporulation, nous avons utilisé quelquefois des blocs de ^ypse suivant le procédé ordinaire, mais seulement dans les cas où la formation des spores s'obtenait dîflîcilement. Cette méthode a en effet le grand inconvénient de provoquer quelquefois une dégénérescence partielle du
protoplasme et de déformer les cellules. Enfin elle ne réussit à la production des spores que lorsque les cellules ont séjourné préalablement dans un milieu très nutritif. Le meilleur procédé est la culture sur tranches de carotte suivant la méthode de Reess. La carotte constitue un milieu défavorable à la vie de la levure puisqu'elle amène la sporulation, mais qui paraît cependant très nutritif. Les cellules placées dans de telles conditions se multiplient assez abondamment, accumulent une très grande quantité de produits de réserve ei la sporulation 1^'obtient 'ordinairement très vite, au bout de deux ou trois jours. Ce procédé a l'avantage de permettre de s.uivre tout le cycle évolutif du développement d'une levure. L'étude des germinations peut aussi se faire facilement par ce mêi?ie genre de culture; en y plaçant, à l'aide d'un Mil de platine, une certaine quantité de levures ayant sporulé, et en l'y laissant quelques heures, on peut obtenir tous les stades de germination de la spore. Un autre procédé très commode consiste à mettre dans un petit cristallisoir contenant, quelques gouttes de liquide Pasteur une certaine quantité de spores. On peut également se se.rvir avec avantage des cultures sur cellules Van Tieghem ; on suit les phénomènes de germination à l'aide du microscope et dès que le développe- * ment des spores a atteint le stade que l'on veut
étudier, on enlève la lamelle recouvi;ant le 'dispositif, on laisse évaporer la gouttelette de liquide nutritif et on fixe en plongea At la lamelle dans le bain fixateur. Le défaut de cette méthode est de contracter les cellules petidant la dessiccation et de donner de mauvaises fixations.
Procédés pour recueillir les cellules. — Le moyen le plus commode et îe plus souvent employé pour l'étude des êtres mono-cellulaires est la méthode des frottis : elle consiste à promener un fil de platine contenant un certain nombre de cellules sur un cover ou sur fine lame de verre, enduits d'une légère couche d'albumine afin de faciliter l'adhérence des cellules sur le verre; puis, la dessiccation faite, on plonge le cover ou la lame dans le bain fixateur. Wager a fait remarquer que ce procédé déterminait une assez forte contraction des cellules ; aussi préfère-t-il déposer une certainç couche de levure dans le bain fixateur et ne se sert de la méthod,e des frottis que pour la coloration ; nous avons constaté le même fait et comme d'autre part, il est difficile de faire des frottis humides sans perdre la plus grande partie des cellules disposées sur le cover, nous avons employé le *f)rocédé de Wager. Lorsque mos levures provenaient de cultures sur carotte, nous raclions à l'aide d'un scalpel la couche de levure déposée
sur' le substratum et nous la placions dans le bain fixateur. Pour les cultures en milieu liquide, l'opération est plus compliquée et nous devions filtrer et recueillir le résidu. Malgré cela, nous avons presque toujours observé que l'emploi des frottis même après la fixation offrait de sérieux inconvénients. Il amène tbujojirs une contraction de la cellule, et soit par suite de cette contraction, soit que la pénétration soit entravée, une partie de la surface de contact adhérente au cover ne recevant pas la couleur, les colorations ne soat jamais très bonnes. Nous avons pu n^ius persuader par un grand nombre d'observations que la contraction du noyau avait eu une large part dans les insuccès de beaucoup des histologistes qui ont étudié la structure des levures (t). Pour y remédier nous avons essayé de faire des cultures sur milieux solides (carotte, pomme de terre) et lorsque nous voulions examiner la culture, nous coupions une légère tranche du substratum chargé de levure que nous déposions, après avoir fixé,
(I) Il existe toujours une difféi*enee très sensible entre les préparations obtenues à Taide de la méthode des frottis (soit ayant, soit après la fixation) et celles qu*on a faites par les procédés que nc^s indiquons. Dans les premières, Ife' noyau très contracté^ a un aspect presque toujours homogène; dans les secondes au contraire, il montre une structure distincte.
dans le bain colorant, puis dans le bain décolorant et l'opération terminée nous raclions la couche de levure qui remplissait ce substratum pour en déposer une partie sur une préparation. 'De cette façon on pouvait colorer le^ cellules sans les cjéposer sur un cover et sans s'exposer à les perdre dans le bain colorant. Un tel procédé ne nous a jamais donné de résultats satisfaisants. La carotte se colore fortement et il reste sur la lamelle dm cellules de carotte mêlées aux levures, qui empêchent d'avoir des préparations suffisamment nettes. D'autre part, une cer^ine quantité de levure disparaît dans ces bains successifs et ce qui reste se color^ difficilement. Le procédé qui nous a donné les meilleurs résultats est le suivant : on sème dans un liquide Pasteur, eu même temps que la levure/ un champignon capable de vivre dans ce milieu sans gêner le développement de la levure, tel par exemple le Pénicillium glaucum. Au' bout de quelques jours, on prend à l'aide d'une aiguille une petite portion du mycélium, on la fixe et on la colore et il reste toujours une forte proportion de cellules de levure enchevêtrées dan^ le myéélium. Lorsqu'on a étalé le fragment de mycélium sur la lame on aperçoit très distinctement les cellules de levure dans les interstices, sans que la moisissure gêne en quoi que ce soit la netteté de la préparation.
Cette méthode compliquée ne nous a servi que dans les cas difticiles où il nous fallait chercher à différencier la structure du noyau ou étudier sa division. Dans les autres cas la méthode des frottis» après la fixation, et souvent même * avant la fixation, nous a été largement suffisante.
Fixation. — Les agents de fixation dont nous avons fait usage sont: la ahaleur, la liqueur de Flemming, le sublimé, l'alcool à 95" et les solutions aqueuses saturées d'acide picrique. La fixation par la chaleur, qui consiste à promemer les frottis pendanjL quelques instants sur une flamme, contracte fortement le protoplasme, mais malgré cela, peut donner dans certains cas des préparations suffisantes. C^tte méthode a l'avantage d'être rapide et nous l'avons employée dans des observations qui ne demandaient pas une grande précision. En comparant les divers autres fixateurs, nous avons pu constaté qu'ils étaient tous capables de donner des résultats satisfaisants. La liqueirr de Flemming n'a cependant pu être employée que rarement: elle entrave en effet les 'colorations à l'hématoxyline qui sont les seules qui permettent de différencier le noyau .d'une façon suffisamment précise. L'alcool à go"" ou à 95^* et le sublimé nous ont paru favorables : dans
î. certains cas avec la fixation par la chaleur c'est la métho*de qui permet de se rendre le mieux compte des corpuscules métactiromatiques. Les autres procédés de iixation et surtout l'acide picriquQ rendent la plupart du temps leur coloration un peu plus difficile et moins régulière. L'aleool a le désavantage de provoquer quelques contractures du protoplasme. Le lixateur qui nous a rendu le plus service et que nous recommandons le plus particulièrement pour l'étude du noyau est sans contredit Vacide picriqae en solution aqueuse concentrée! Un lavage très soigneux dans l'alcool à 70° est nécessaire.
Méthode des coupes. — Wager a employé pour la première fois, dans l'étude histologique des levures, la méthode des coupes à la paraffine. Il place une portion de levure colorée par le carmin et la nigrosine (Hartog) dans un petit flaccTn, dans lequel il versa de l'ialcool à faible degré qu'il remplace successivement par des
, alcools de plus en plus forts, du xylol, et enfin de la. paraffine, sans vider le contenu de levure renferiùé au fond du flacon. Lorsque les levures ont séjourné pendant un temps suffisant dans la paraffine pure, il solidifie cette paraffine,
• casse le flacon et place un morceau du bloc ainsi obtenu sur le microtome.
Nous avons repris cette méthode tant chez « les levures et chez les moisissures,* et nous l'avons essayée avec un certain nombre de colorants (hématoxyline de Heidenhain, hémalun, carmin et nigrosine, violet de gentiaup, etc.). Les coupes s'effectuent assez facilement; il y a peu de contraction dans les cellules et les résultats sont souvent satisfaisants. Nous n'avons, il est vrai, jamais obtejiu à l'aide de cette méthode des préparations supérieures à celles que nous ont données les levures colorées sans avoir préalablement été coupées.. Néanmoins le procédé es,t intéressant, il sert de contrôle dans les interprétations délicates et nous l'avons utilisé fréquemment.
Colorations. — Les colorations et surtout celles du noyau sont fort difficiles et cette difficulté provient de la forte colorabilité du protoplasme et de la présence d'un grand nombre de granulée qui fixent les matières colorantes, plus énergiquement que le noyau, et que nous apprendrons à connaître sous le , nom de corpuscules métachromatiques. Aussi est-il très délicat de différencier ces granules des noyaux et afin de ne pas nous exposer à de fausses interprétations, avons-nous jugé indispensable d'employer un très grand nombre de * colorants et de comparer leurs effets.
Les colorants spécifiques de la nucléine (vert de méthyle, safranine), de même que le violet de gentiane et la fuschine, sont susceptibles de donner dans certains cas de bonnes préparations, mais la plupart du temps ils offrent des résultats insuffisants. Le carmin boracique ne différencie ordinairement pas le noyau. Le carmin de Meyer et la nigrosine suivant la méthode de Haçtog sont quelquefois d'un bon secours. La nigrosine employée seule eât également susceptible de colorer le noyau. Le bleu de toluidine (Maire) colore en rouge intense les corpjiscules métachromatiques et laisse parfois apercevoir le noyau en bleu sombre.
Les méthodes de Wager (vert de métliylène et fuschine, éosine et bleu de méthylène, bleu de méthylène et fuschine), nous ont paru tout à fait défavorables à Tinterprétation de la structure des levures ainsi qu'on le verra dans la suite ; elles ne permettent pas de différencier le noyau des corpuscules métachromatiques dont elles ne laissent pas apercevoir la coloration caractéristique .
Le rouge dc^ Magenta nous a fourni quelquefois d'excellentQS différenciations nucléaires : les corpuscules métachromatiques et le protoplasme se décoloraient et le noyau apparaissait en rouge.
Mais les colorants qui nous ont donné les
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résultats les plus instructifs sont le bleu de métylène et rhématoxyline.
Le bleu de méthylène^ employé en solution aqueuse à i p. loo, colore le protoplasme en bleu clair et donne aux corpiiscules métachromatiques une teinte Variant du bleu intense légèrement yiolet au rouge vif. Le noyau se différencie quelquefois en bleu un peu» plus sombre que le protoplasme. # Le bleu polychrome d'Unna produit encore de plus belles colorations, mais qui se conservent- plus difficilement : le protoplasme acquiert une teinte bleu pâle, et les corpuscules métacliromdtiqugs se colorent toujours en rouge étincelant. Le bleu Borel (Laveran) ne différencie ordinairement pas les noyaux et n'offre pas des résultats supérieurs à ceux obtenus par le bleu de méthylène pour ce qui regarde les, corpuscules métachromatiques. Ces trois colorants feont les plus utiles pour l'étude du protoplasme et des coçpuscules métachronpiatiques.
Le noyau au contraire ne se différencie clairement qu'avec les colorants hématoxyliques, surtout après, fixation à Pacide» picrique. Les hémat<?xylines de Delafield et G-renacher fournissent des résultats satisfaisants, mais nous nous sommes mieux trouvé de l'hématoxyline de Bœhmer. On emploie des solutions diluées et on laisse l'objet pendant un temps qui varie
d -une demi-heure à vingt-quatre heures; puis on lave pendant vingt-qusitre heures dans une solution à I p. loo d'alun. Les corpuscules métachromatiques se décolorent en grande partie; le noyau apparaît dans une teinte bleu foncpe. • '
Uhémalun fournit des résultats équivalents en ce qui concerne le noyau, mais a Tavantage d'être beaucoup plus- rapide et de différencier à la lois les corpuscules métachromatiques et le noyau. La coloration dure dix minutes ou une demi-heure an maximum et on lave quelques instants à l'eàu distillée. Le noyau se dilîérencie du protoplasme bleu clair en bleu mat un peu plus sombre. Dans les cas les plus favorables, on aperçoit les détails de sa structure. Enfin les corpuscules métacliromatiques restent colorés en rouge sombre.
Le procédé qui nous a donné les plus belles préparations pour le noyau, est rhématoxy- Une au fer de Heidenhain. Il consiste à mordancér pendant une durée de temps qui varie de quatre à six heures dans une solution de fer ammoniacal à 2 7a p* 100. On lave à grande eau et on colore pendant vingt-quatre heures dans une solution d'hématoxyline à i p. 100. On décolore dans la solution d'alun de fer.
On obtient par ce procédé des préparations où Ton distingue avec la plus grande netteté
-Soles noyaux avec leur structure et les phases de leur division, qui se. détachent en noir sur un protoplasme incolore. Pour avoir une netteté encore plus grande, il est facile de colorer le protoplasme avec Téosine, Les corpuscules métachroihatiques se colorent également en ûoir, mais Talun de fer les décolore généralement avant le noyau. Malheureusement cette méthode donne des résultats très irréguliers et à côté de très bonnes préparations elle peut produire, sans qu'on en connaisse bien la raispn, des colorations anormales qui ont eyposé les auteurs à de graves confusions ; aussi afin de remédier à cet inconvénient, avons-nous toujours comparé les résultats que nous obtenions à l'aide de ce procédé à ce que nous donnait rhémalun dans les mêmes circonstances.
Conservation des préparations. — Il est très difficile de conserver les préparations; celleç qui sont colorées par Thémalun ou par Thématoxyline au fer peuvent se maintenir assez longtemps sans s'altérer; il est au contraire impossible de conserver les préparations obtenues à l'aide du bleu de méthylène ou du bleu polychrome, car les corpuscules métachromatiques perdent très facilement leur coloration, dans quelque substance qu'on les place.
Nous avons essayé pour les premières le
baume de Canada, mais ce procédé détermine ifne grande contraction des cellules et surtout des noyaux qui perdent leurs caractères dfe structure.
La glycérine gélatinée contracte beaucoup moins, et .c'est la méthode que nou3 avons adoptée.
Nous nous sommes mieux trouvé encore de la glycéj'ine aqueuse ; malheureusement, elle décolore assez vite les préparations et ne permet guère de les conserver plus de quelques mois.
I. — Dematium (species
Ce JJematium a été rencontré par nous sur du bois mort humide, où il formait de petites •taches visqueuses d'un rouge orangé. Cette coloration ne se conserve pas dans les cultures artificielles, cependant dans les cultures âgées, le champignon peut prendre, lorsqu'il n'est pas cutinisé, une couleur rose ou jaunâtre quelquefois assez accentuée.. Il se développe abondamment sur les tranches de carotte qu'il recouvre d'un mycélium très épais et blanchâtre, qui par son aspect visqueux et duveté ressemble à V Oïdium lactis. Il se cultive facile-
ment dans le liquide Raulin, mais ne produit, ainsi que dans la plupart des milieux liquides, que des lambeaux de mycélium, les formes levures étant prédominantes.
(je champignon offre tous les caractères génériques d'uq Dematium. Le thalle yarie beaucoup quant à la dimension et à?la longueur des articles. Chaque article produit ordinairement un nombre plus ou moins grand de conidies, qui bourgeonnent à .leur tour et fournissent une abondaftte prolifération de conidies levures. Ces conidies ont l'aspect des levures typiques ; elles sont généralement allongées et effilées à leurs deux extrémités. Leurs dimensions varient beaucoup; les plus petites ont 4 (j^ sur 3 ; 8 à 9 ;x sur 3 à 5 paraissent être les dimensions normales. Le plus grosses atteignent i4 (^ sur 4? mais ce chiffre peut être dépassé de beaucoup au moment où elles se préparent- à germer; elles se gonflent alors, s'allongent et se cloisonnent, tout en continuant pendant quelque temps à bourgeonner.
Le mycélium est capable souvent de se dissocier et de donner un certain nombre d^oïdies ressemblant à celles de Y Oïdium lactis et chacune déciles peut bourgeonner et produire des conidies levures. IL se forme parfois aussi, en certains eçidroits, des filaments mycéliens par gonflement et cloisonnement mjiltiples de
certains articles en tous sens, des amas de cellules arrondies, correspondant à ce que Planchon désigne sous le nom de spores en massif.
Dans les vieilles cultures on observe souvent une abondante cutinisation du jnycélium et des conidîes levures, donnant lieu smjLjormes fumagoïdes caractéristiques des Dematium.
Dans quelques cas, nous avons constaté la présence de pycnides. Malheureusement, ces formations n'ont apparu que dans les premiers temps que nous cultivions ce champignon ; nous ne les avons plus obtenues depuis et nous ne les avions pas examinées d'une fg^çon suffisamment précise pour affirmer qu'elles ne provenaient pas d une impureté de là culture.
Nous n'avons pas pu déterminer l'espèce de ce Dematium. Par la forme et la dimension de ses conidies levures, il offre .assez de ressemblance «avec le Dematium pullulans^ mais il s'en distingue par la couleur rose qu'il offre dans les vieilles cultures et qu'il paraissait avoir dans les milieux où nous l'avons recueilli, ainsi que par l'existence probable des pycnides.
Aspect du champignon à Vétat frais. — Au début du développement et examiné à l'état frais, le protoplasme paraît très dense et uniforme : il y a cependant de très petites vacuoles
parsemées de côté et d'autre, renfermant un ou plusieurs granules très réfringents animés de mouvement» browniens. Les noyaux se distinguent parfois comme des espaces sphériques légèrement plus brillants que le protoplaspie. Plus tard les vacuoles augmentent de nombre et de volume ejt Ton y voit se mouvoir une grande quantité de granules de dimensions très variables, dont les plus gros se montrent sous forme de gros globules sphériques et dont les plus petits réunis les uns aux autres, présentent par leur ensemble l'aspect d'un fin réticulum. Les vacuoles se rapprochent, se fusionnent et finissent par constituer une seule vacuole par article, refoulant le protoplasme à la périphérie et traversées à certains endroits par quelques brides protoplasmiques, débris des espaces limitanfles vacuoles primitives. Les granules s'accroissent considérablement et constituent de . grosses bouler sphériques.
Dans les vieilles cultures, le protoplasme se transforme en petites masses très réfringentes, à contour irréguiier et de consistance semiliquide, qui se soudent les unes aux autres en formant de gros amas se distinguant des granules antérieurs par une moindre consistance et par une moindre réfringence et qui proviennent d'une dégénérescence graisseuse du protoplasme. Dans les cultures très âgées, une grande
- impartie de la masse protoplasmique s'est trans-^ formée en globules d'huile et ces globules, entourés de quelques lambeaux protoplasmiques, soilt condensés vers le centre ; tout le reste est, rempli d'un liquide cellulaire, dans lequel nagent encore quelques granules, la plupart de ces derniers iiyant disparu en presque totalité au cours de la dégénérescence.
Les conidies levures subissent une évolution parallèle. A leur naissance, elles reuferment une vacuole provenant d'un prolongement d'une vacuole du filament qui lui a donné naissance et qui s'est séparée ensuite de la vacuole mère en lui prenant une partie de ses granules. Dans la suite on distingue le plus souvent deux vacuoles occupant les deux pôles de la cellule. Dans les cultures anciennes, on observe une dégénérescence graisseuse identique à telle . que nous avons constatée dans le mycélium.
Action des colorants. — 'Si l'on traite le champignon par la solution iodo-iodurée de Gram, le protoplasme prend une coloration jaune et les granules se teignent très légèrement en jaune pâle. Dans le protoplasma, on aperçoit souvent de place en place quelques taches brillantes qui restent incolores et qui représentent les noyaux. Le glycogène n'existe qu'exceptionnellepient.
L'éosine (i) donne une coloration rose du protoplasme et laissa les granules incolores • Les noyaux ne se difFé rendent ordinairement pas.
Le vert de méthyle colore Je protoplasma en vert pâle et donne quelquefois aux noyaux une teinte un peu plus sombre. Les granules se colorent intensivement en bleu foncé, parfois légèrement violet.
Avec la safranine, le protoplasme se teint en rose et les noyaux se distinguent parfois avec une couleur rouge foncée. Les granules se colorent en rouge , mais sans grande intensité.
Avec la fuschine.on obtient» au contraire une coloration intensive des granules en rouge ; le protoplasme devient rouge clair et les noyaux se différencient par une teinte plus foncée.
Le violet de gentiane colore le protoplasme en bleu violet, les noyaux se dessinent ordinairement comme des taches plus foncées et les granules prennent une couleur nettement rouge.
Le bleu -de méthylène et le bleu Borel teignent le protoplasme en bleu, verdàtre, les noyaux se laissent rarement apercevoir comme defe. masses d'une teinte un peu plus "vive et les granules ont une nuance qui varie du bleu
(I) Les différents fixateurs que nous avons essayés laissent toujours subsister la structure que nous avons observée à Tétat frais, avec seulement quelques contractures dans certains cas et notamment avec Talcool ou la coagulation par la chaleur, aussi ne pai*lons-nous pas de leur action.
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intense légèrement violet ou rouge sombre (i) (PL IX, fig.de 17 à 24). •
Le bleu polychrome donne des résultats analogues, mais les ^préparations sont beaucoup plus nettes: le protoplasme apparaît en bleu clair et les granules se différencient toujours avec une belle couleur toujours rouge vif (PL IX, fig. de 12 à 16).
Avec les mélanges de fuschine et de vert de méthyle suivant les méthodes employées par Wager, le protoplasme se teint en violet ainsi que les noyaux, et les granules se colorent en rouge foncé ou en bleu intense, selon la proportion de fuchsine contenue dans le mélange.
Les mélanges de bleu de méthylène et de fuschine fournissent des résultats semblables et les granules apparaissent avec une couleur bleu foncé avec parfois un reflet légèrement violacé.
Il en est de même des mélanges d'éosine et de bleu de méthylène. Ces granules se comportent donc comme les granules chromatiques de Wager €^vec ces trois dernier» colorants.
L'hémalun et les diverses hématoxyliûes colorent le protoplasme en bleu ; les noyaux se détachent sous forme de masses arrondies avec une teinte njate un peu plus foncée, entourée
(i) Nous expliquerons ces variations de coloration dans le chapitre "consacré aux corpuscules métachromatiques.
d'une aréole incolore de nucléoplasme laissant distinguer, si la décoloration a été bien effectuée, une membrane très nette (PL IX, fîg, de I à II).
L'hématoxyline au fer de Heidenhain laisse presque toujours apercevoir les noyaux avec une couleur noir foncé et montrent très nettement leur structure. Le protoplasme est entièrement décoloré, de même que les granules qui ne s^aperçoivent que par leur réfrii;igence. Dans d'autres cas une partie des granules restent colorés en noir et ils se distinguent des » noyaux par leur homogénéité et surtout par la variabilité de leur dimension et de leurs formes et leur position dans l'intérieur des vacuoles. Dans quelques cas et çdns qu'on en puisse connaître la cause, les granules se colorent seuls et les noyaux n'apparaissent pas.
• Ainsi, il exista dans les cellules de ce cham-
pignon an protoplasme * qui se colore fortement par toutes les matières colorantes^ des noj'aux au nombre de plusieurs par article,- qui ne se révèlent distinctement que par les couleurs hématoxyliques, et enfin des granules en, nombrjs considérable^ qui se trouvent presque toujours localisés dans les vacuoles et qui possèdent une très grande affinité pour les matières colorantes^ avec lesquelles ils prennent en général une couleur rouge.
Étudions maintenant les» détails de ces différentes parties .
Protoplasme. — Le protoplasme, sur les extrémités des filaments en voie de croissance, apparaît presque homogène avec • quelques petites vacuoles. Cependant les diverses colorations lui donijent un aspect légèrement granuleux, mais ne laissent apercevoir aucuije structure déterminée.
Noyaux. — Les noyaux sont en nombre très variable dans les articles (PL I, fig, de i ày,, et PL IX, fig. de I à 5). Leur nombre dépend de la longueur des articles, laquelle varie considérablement. Cependant d'une manière gén^érSile les articles sont très allongés et contiennent un grand nombre de noyaux. .Ces noyaux sQut disposés de côté et d'autre ^ans le plasma; quelques-uns sont ep contact direct avec les vacuoles ; d'autres sont logés dans des parties pro^oplasmiques très éloignées des vacuoles.
Souvent ils sont assemblés par groupes, provenant d'une série de divisions. On en trouye jusqu'à l'extrémité terminale dç la cellule. Leur diamètre est variable suivant la dimension du filament, mais ne * diffère jamais beaucoup dans une môme cellule. 11 oscille ordinairement entre i ;x et 2^5 i^.
Ces noyaux sont assez difficiles à difféijencier, cependant l'hémalun est susceptible dé donner de très belles préparations, mais ne les laisse apercevoir qu'après une décoloration très lente et souvent môme ne les montre que sous forme de masse homogène. Il faut surtout avoir recours à rhématoxylLne au fer pour pouvoir étudier les détails de leur structure., fis soht constitués à^un nuclêohyaloplasme incolore^ entouré par une membrane très ^nettement colorée et à!* une masse de forme arrondie ou ellipsoïdale fortement colorabler Cette masse chromatique, tantôt apparaît au milieu du nucléohyaloplasme, tantôt est accolée sur une des parties de la membrane, mais on peut dire, d'une manière générale, qu'elle est périphérique et sa disposition au milieu du nucléohya- .loplasme ne dépend que de la position dans laquelle se voit le noyau. Parfois la masse chromatique est très pauvre, paraît m^me disparaître en presque totalité et l'on n'aperçoit que la membrane et le nucléohyaloplasme. Les noyaux sont presque toujours sphériques.
Cependant dans les iilaments très jeunes, où ils sont comprimés par un protoplasme très épais, ils peuvent subir certaines déformations. Ils s'allongent et prennent des formes un peu tirrégulières (PL I, fig. 7 et i4) qui- tiennent à *une certaine plasticité de leur substance, mais
non à des mouvements amiboïdes. Les noyaux sont pourtant d'ordinaire beaucoup moins plastiques que le protoplasme et lorsque ce dernier se trouve réduit à l'état d'une mince couche périphérique entourant la vacuole, il peut arriver que les noyaux subissent la pression du suc cellulaire sans être aplatis et on trouve des noyaux iaisant saillie au dehors du protoplasme et situés en partie dans la vacuole elle-même.
Ces organes correspondent aux noyaux décrits chez les moisissures par Strasburger, Von Istwanfî, Dangeard, Léger, Guégen, etc., et leur nature nucléaire est incontestable. Ces auteurs observent chez différentes moisissures des noyaux formés d'un nucléole entouré d'un nucléoplasme inbolore et quelquefois limité par une membrane, mais nous n'avons pas encore vu de structure aussi nettement expri-. mée que celles dont nous donnons le dessin d'après nps préparations. Nous avons observé en outre un certain nombre de moisissures dont quelques-unes avaient été précédemment étudiées et nous leur avons trouvé des noyaux présentant un aspect aussi net. {Aspergilluh variabilis^ Strerig. matocystis nigra^ PenicUliant glaucum^ Botrytis cinerea, Trichoderma çiridé).
Dangeard et la plupart des auteurs consi-»
dèrent la masse colorée du noyau comme un
nucléole. Guégen, dans l'incertitude, la désigne peut-être plus correctement sous le nom de chromobtaste que nous adopterons. Nous ne croyons pas que ^ cette masse chromatique puisse être assimilée à un véritable nucléole ; elle né paraît pas en avoir la fonction et comme on ne distingue aucun autre élément dans le nucléohyaloplasme, et' que, d'autre part, c'eipt cette masse chromatique qui joue le rôle le plus important dans la division nucléaire ainsi que nous allons le voir, il semble qu'on soit obligé de reconnaître qu'elle constitue la partie fondamentale du noyau, dont la chromatine, au lieu de former un réseau, serait accumulée en' un seul granule (i). Cette forme de noyau^ qui semble très commune chez les Champignons inférieurs et qu'on retromve chez certains Protozoaires, correspondrait donc aux nucléoles-
(I) Cependant on trouve dans le mycélium des Ascomycètes supérieurs et des Basidiomycètes des noyaux quitont une stueture absolument semblable et qui au moment où ils ont sidïi la fusion qui précède la formation de Tasque ou de la baside, acquièrent une dimension beaucoup plus considérable et laissent apercevoir dans le nucléohyaloplasme quelques fines granulations chromatiques. On pourrait se demander si dans ce mycélium et chez notre champignon, cette chromatine ne serait pas adhérente à la membrane qui comme nous l'avons remarqué possède une grande affinité pour les matières colorantes. D'autres cas analogues ont été signalés récemûient. Ces observations pourraient faire attribuer au chromoblaste la 'signification d'un véritable nucléole.
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noyaux de Carnoy. On sait que Telistence de ces nucléoles-noyaux a été fort contestée.
•Guignard, il est vrai, considère le nucléole comme un chromosome pljiis gros que les autres mais Z^charias a montré que ces deux éléments étaient chimiquement différents et que le nucléole ne contenait pas de nucléine. Cette question est donc très contestable. Quoiqu'il en soit, nous inclinerions à penser cfue le noyau de ces champignons est uniquement composé d'un nucléohyaloplasme, limité par une membrane et de chromatine condensée en une seule masse. Il n'existerait pas de nucléole. C'est peut-être l'interprétation la plus vraiseniblable.
Diçision du nojyau. — La division dû noyau se manifeste par les stades suivants : qp trouve des figures où le noyau s'est légèrement allongé et est formé de deux chromoblastes ayant quelquefois la forme de deux demi-disques se regardant par leur face diamétrale et très rapprochés l'un de l'autre (PL I, fig. 3, 8, lo, i4, i6, 26 et PL IX, fig. 3, 4^ 10). Dans d'autres figures, le noyau est plus allongé et comprend deux cliromoblastes distinctement séparés par un intervalle de nucléohyaloplasme. Enfin il arrive que l'on distingue, dans certains stades analogues, la formation d'une membrane séparatrice très mince. Dans beaucoup de cas, la
membrane ne se distingue pas J)endant ces divisions, mais quelquefois elle se laisse apercevoir d'une façon très nette (PI. I, fig. lo) et il semble qu'elle persiste toujours. Ces divisions se font, en effet, presque constamment dans les
extrémités des filaments en voie de croissance
et dans des endroits où le protoplasme par sa densité et sa forte coloration masque souvent la membrane des noyaux même à l'état de repos.
Ces figures de division avaient été déjà constatées, avec moins de netteté, par Guégen et Dangeard, dans le P. glaucum, et par Bouin chez différentes levures. Ces auteurs s'accordent à considérer ceg divisions comme des cas intermédiaires entre la mitose et l'amitose, comme dès stades d'anaphase d'une karyokinèse dont les chromosomes ne se distingueraient pas,^ étant données leurs petites dimensions et dont l'ensemble apparaîtrait comme deux masses disposées aux deux pôles (i). Les figures de ces auteurs peuvent laisser le doute, mais les nôtres nous paraissant plus significatives et l'on voit les deux masses tellement uniformes que nous croyons pouvoir affirmer leur homogénéité. 11 ne s'agirait donc pas d'une karyokinèse ; mais
* (i) Ces figures de division pourraient en effet. être rapprochées des divisions du micronueleus des infusoires observées par Balbiani, mais ici on ne distingue jamais les striations décrite^ par cet auteur.
comme d'atttre part un pareil mode ne peut guère être exactement assimilé à un phénomène de fragmentation, qui donne lieu généralement à des divisions très irrégulières et inégales, nous croyons pouvoir lexonsidérer comme un cas un peu particulier d'amitose qui serait commun à la plupart des champignons inférieurs eX qui consisterait en une coupure de la masse chromatique en deux portions égales suivant sa partie médiane. Un pareil mode de . division se rapprocherait donc à certains égards de la mitose, mais serait beaucoup plus voisin de Tamitose.
Formation et structare des conidies-leçures.
— Les conidies levures se forment surtout sur les extrémités des filaments en voie de croissance.. Les noyaux s'y divisent abondamment de rtianière à fournir Un noyau à chaque conidie.
Chacune de ces conidies apparaît d'abord sous forme d'un très petit bourgeon qui se développe peu à peu* et dans lequel s'introduit Tun des noyaux et une partie" de la vacuole du filament qui lui a donné naissance. 4
La conidie une fois séparée s'accroît, sa vacuole primitive, très petite à l'origine, augmenta de volume, puis soit qu'elle se &ivisc, soit qu'il se forme d'autres vacuoles, on distingue bientôt deux vacuoles ou deux groupes de
vacuoles qui se placent aux deux pôles de, la cellule, la partie médiane étant occupée* par un protoplasme très dense dans lequel est contenu le noyau (PL I, fig. i3, 14, i5 et fig.^ de 17 à 26).
Ce noyau est donc typiquement unique dans chaque cellule; mais une fois détachées du mycélium, les conidies ne tardent pas à donner, lieu à un actif bourgeonnement de formes levures et leur noyau est sans cesse envoie de bipartition. Cette division précède ordinairement l'apparition des jeunes bourgeons et Ton comprend que Ton puisse rencontrer fréquemment plusieurs noyaux dans chaque cellule levure (PL I, fig. i5). Le noyau se divise de la même manière que dans les filaments. La division s'effectue ordinairement à l'endroit même où le noyau est situé, sans qu'il change de place et par conséquent le plus souvent dans la partie médiane de la cellule. Les nouveaux noyaux se dirigent ensuite aux deux extrémités de la cellule ou sur les parties latérales où se produisent les bourgeons. Nous n'avons observé aucune relation entre la position du noyau et le point de naissance des bourgeons, contrairement à ce qu'avait signalé von Istwanfi dans les conidies levures d'Ustilaginées et dans certaines moisissures.
Plus tard, le bourgeonnement cesse de se
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produire, la culture étant épuisée ; les deux vacuoles de chacune de ces formes levures se réunissent ordinairement en une seule et le noyau est rejeté sur Tun des côtés de la membrane; puis commencent les phénomènes de dégénérescence.
Dans les oïdies, on remarque une ou plusieurs vacuoles et plusieurs noyaux. Le nombre de ces noyaux est variable (PL i, fig. 5, 9 et 12). Ces oïdies ont en somme une structure identique à celle que nous décriions chez V Oïdium lactis.
Corpuscules métachromatiques. — Ce champignon possède, comme nous l'avons dit, une richesse exceptionnelle de granules réfringents localisés le plus ordinairement dans les vacuoles. Nous les appellerons corpuscules métachromatiques. L'origine de ces corpuscules paraît liée à celle des vacuoles, car dès la naissance des vacuoles, on les voit déjà apparaître. Les filaments jeunes paraissent à première vue être exempts de vacuoles ; ce n'est que plus tard que celles-ci se montrent définitivement. Cependant si l'on examine avec attention un filament en voie de croissance, on s'aperçoit qu'il contient une certaine quantité de granules entourés d'une zone hyaline. En suivant le développement des vacuoles, nous avons pu constater que ces petits
espaces clairs entourant les corpuscules métachrqmatiques n'étaient autre chose que l'origine des vacuoles ; plus tard ils s'accroissent, se rejoignent et se fusionnent pour constituer des vacuole* nettement caractérisées.
Cependant, en dehors des vacuoles, il peut exister un certain nombre de ces granules dans le protoplasme et il semblerait plutôt que tous ces granules aient une origine protoplasmique. Ils paraîtraient se former dans les mailles du protoplasme limitant* les vacuoles pour pénétrer dans ces vacuoles au fur et à mesure* qu'elles se développent. Lorsque celles-ci se sont fusionnées pour constituer de grosses vacuoles, il subsiste toujours quelques restes de travées protoplasmiques, représentant le contour des vacuoles primitives et c'est précisément dans ces endroits aii)si que sur tout le pourtour de la vacuole,* que se trouve localisé le plus grand nombre de granules.
Ces corpuscules métachromatiques sont très variables par leur forme et par leur dimension; les uns sont gros (environ 3, 5 fx de diamètre), ordinairement sphériques, quelquefois cependant à contour légèrement lobé ; les autres, très petits et plus ou moins anxieux, sont réunis en masses confuses, ou présentent par leur disposition ui\ aspect plus ou moins réticulé.
Si Ton examine un filament jeune coloré par rhémalun, on est frappé de voir un protoplasme coloré en bleu pâle, contenant un assez grand nombre de petites vacuoles, se succédant quelquefois à intervalles à peu près régdliers (Pl.X, fig. I et 5) ; elles renferment ce contenu granulaire, dont les éléments offrent souvent Taspect d'un fin réticulum et se colorent si intensivement, qu'au premier abord on serait tenté de prendre les vacuoles pour des noyaux vacuolaires constitués d'un nucléohyaloplasme incolore et d'un nombre considérable d'éléments chromatiques. Mais une décoloration prolongée ne laisse aucun doute sur leur nature extranucléaire, car elle fait apparaître dans le protoplasme les organes' que nous avons décrits, qui présentej^t tous les caractères des noyaux, et que .tous les auteurs qui ont étudié les champignons inférieurs considèrent comme tels. Au moment où. naissent les conidies, la vacuole du filament la plus voisine du jeune bourgeon s'y introduit avec le protoplasme, ^n s'allongeant, puis en se rétrécissant dans le col qui sépare la nouvelle cellule du filament et se divise en deux vacuoles, dont l'une reste dans le filament et dont l'autre se trouve logée dans la conidie (PK X, fig. 12). En même temps les deux vacuoles ont gaiylé chacune une portion ' des granules contenus dans la vacuole primi-
tive. Les mêmes phénomènes se produisent dans le bourgeonnement des conidies levures • et toujours la vacuole mère se divise en même 'temps que le noyau et laisse une part de son contenu aux deux vacuoles filles. Ces divisions de vacuoles, qui paraissent être suivies d'un partage de leur contenu, augmentent encore leur analogie avec des noyaux. Souvent aussi (fa trouve dans certains filan^nts un grand nombre de petites vacuoles contenant un seul corpuscule métachromatique, et présentant fout à fait Taspect du ntoyau, ce qui complique beaucoup l'étude hîstologique de ces champignons et peut donner lieu à de graves erreurs. Ces corpuscules sont, comme on Ta vu, de taillç très variable, mais les plus gros d'entre eux sont le plus souvent entourés d'un très grund nombre de petits ; souvent même ceux-ci s'accolent intimement aux gros et masquetit Içur contour de telle sorte que ces derniers paraissent s'alimenter des petits et que les gros granules semblent être le résultat de le\ir fusion (PL X, fig. 17).
« Dans les filaments plus âgés, le protoplasme n*est constitué que d'une mince zone périphérique entourant une op plusieurs énormes vacuoles et ces vacuoles sont remplies d'une très grande quantité de granules qui alors deviennent tous sphériques et prennent des
dimensions considérables pouvant atteindre jusqu'à 5 ;/. (PI. X, fig. i4i i5 et i6).
Les colorations de ces granules soit à Théma- . lun, soit au bleu de méthylène, soit môme dans • certains cas à Thématoxyline de Heidenhain, les montrent constitués d'une paroi qui prend énergiquement la couleur et d'un centre plus ou moins hyalin, qui reste beaucoup plus pâle. Quelquefois cetjte paroi est entr'ouverte à Tnn de ses pôles et effre l'aspect d'un croissant.
Ces corpuscules métachromatiques possèdent une consistance solide ; fei on les écrase à l'aidé d'une pression exercée sur la lamelle qui recouvre la préparation, ils ne se déforment généralement pas, mais se brisent.
Au moment de la dégénérescence, le protoplasme se transforme peu à peu en petites gouttelettes d'huile, les vacuoles disparaissent et les globules d'huile se fusionnent et constituent de grosses masses formées de la juxtaposition de deux ou trois globules occupant le centre de la cellule et entourées encore par quelques microsomes de protoplasme. Tout le reste de la cellule est occupé par un liquide» cellulaire. Les corpuscules métachromatiques ont disparu en presque totalité^ il en reste cependant encone quelques-uns dans le liquide cellulaire (PI. I, fig. 27, 28, 29 et 3o).
Nous avons provoqué ces phénomènes de
dégénérescence en plaçant un mycélium jeune et,prospère dans de Teau distillée. Au bout de quarante-huit heures, on ne trouvait dans les filaments que des débris de protoplasme et une grande quantité de globules d'huile. Les corpuscules métachromatiques avaient diminué de nombre et de taille, cependant il en subsistait une, petite quantité dans la plupart des filaments^; dans quelques-uns ils avaient complètement disparu.
Beaucoup d'auteurs ont confondu tes corpuscules avec les globules d'huile, niais ils ne montrent aucun des caractères michrochimiques des corps gfas.
Ils ne se dissolvent ni par Téther ni par le chloroforme ; Tacidie osmique ne les brunit pas.
Les globules d'huile protenant de la dégénérescçnce protoplasmique se colorent au contraire en brun foncé par Taçide osmique et se dissolvent par Téther et le chloroforme. Ils se distinguent en outre de ces corpuscules par une moins forte réfringence et des contours moins réguliers. Enfin ils ne se colorent jamais par les colorants nucléaires (i). •Une coloratioii à rhémalun suivie d'un traitement par l'acide
(i) Matruchot a observé au contraire chez les Mortierellées des globules d'huile proveiftint de la. dégénérescence protoplasmique, qui fixaient certaines matières colorantes produites par des bactéries chromogènes.
osmique permet de très bien différencier lés globules d'huile, qui brunissent sous TactiQu de l'acide osmique, des corpuscules métachromatiques colorés en rouge par Thémalun.
Par leur aspect souvent réticulé dans Tintérieur des vacuoles, par leur affinité pour les colorants du noyau, par les caractères qu'ils manifestent vis-à-vis des mélanges de fuchsine et de vert de méthyle et à bien d'autres égards, ces corpuscules paraissent correspondre aux grailules nucléaires de Wager et nos observations ' ultérieures nous confirmeront dans cette idée.
Ces caractères les mettent en effet en pareuté avec la chromatine,comme Wager et Eisenschifz l'ont pensé pour les levures ^ Cette hypothèse pourrait se soutenir chez les levures comme nous le verrons et dans les conidies levures de notre champignon : dans ces. dernières en ^et, les deuxT vacuoles, polaires chargées de petits granules fortement colorables pourraient être considérées comme des noyaux; le véritable noyau se colore d'une manière beaucoup moins vive ; très souvent il est voisin ou en contact direct de l'une de* ces vacuoles, étant donnée l'étroitesse de la cellule, et comme il laisse difficilement apercevoir sa structure, il pourrait être assimilé à un nucléole. Mais lorsqu'on étudie les filaments mycéliens, que l'on y voit, dans les grosses vacuoles, ces* corpuscules prendre
• . • -Gi-
cles tailles considérables, allant jusqu'à plus de 5 IL, et occuper, avec la vacuole, la presque totalité de la cellule, cette interprétation n'est plus adn^issible. D'autre part, les noyaux du nîycélium, de taille supérieure, offrent une • *
structure différenciée et sont très distinctement séparés des vacuoles, surtout dans les filaments ,
jeunes. Cependant il paraît exister une relation » ' •
entre les noyaux et les corpuscules métachromatiques et» Ton voit souvent certains de ces corpuscules se grouper au voisinage du noyau et l'entourer, mais ce rapport entre ces deux corps très distincts doit être attribué à une autre cause, ainsi que nous le montrerons dans la suite.
Enfin, ces corpuscules ne possèdent aticune des réactions michrochimiques de la nucléine. ^
Les dissolvants de la nucléine 'indiqués par Zacharias les laissent intacts, ils résistent aux solutioAs de potasse caustique à lo p. loo, aux ,
solutions concentrées de carbonate de soude, aux solutions d'acide chlorhydrique à quatre ^
parties d'acide pour trois d'eau après vingtquatre heures de traitement, mais ils perdent la propriété de se colorer et ne la recouvrent souvent même pas après un lavage prolongé.
Cela nous permettra de comprendre dans la suite comment chez des organismes plus petits qup les levures, où ces corpuscules s'aperçoivent
plus difficilement à l'état frais, ils peuvent paraître solubles dans ces diverses substances.
Leur résistance vis-à-vis des dissolvants de la nucléine, de même que le cara,Ctère très spécial de leur coloration qui est uù des plus beaux exemple's de métachromasie et dont nous étudierons plus tard la signification, nous les ont fait assimiler à des corps qu'on trouve chez beaucoup de bactéries. Babès, qui les a étudiés un des premiers, leur donne le nom de corpuscules métachromatiques, hésitant à leur donner la signification de véritables noyaux. Emst leur attribuant un rôle considérable dans la formation des spores les désigne sous le nom de grains sporogènes. Enfin Bûtschli les étudie sous le nom de grains rouges et les distingue nettement de la chromatine. Le nom de grains rouges semble-avoir prévalu. Les deux désignations de corpuscules métachromatiques et de grains rouges sont correctes, mais nous avons adopté la première en raison de sa priorité. Ces corpuscules ont fait l'objet d'innombrables controverses qui sont loin d'être résolues et que nous essayerons d'éclaircir au cours de notre étude.
Ces corps ont le caractère essentiel de se colorer toujours en rouge arec presque toutes les matières colorantes et de fixer le bleu de méthylène à l'état vivant. Nous examinerons
dans un chapitre spécial ce que Ton doit penser de leur nature et nous renvoyons à cet endroit la discussion des nombreux travaux auxquels ils ont donné lieu. Certains obsertateurs les avaient déjà signalés chez quelques^ champignons, mais aucune observation précise n'a été faite jusqu'ici sur la présence et le rôle de ces corps chez les champignons : c'est cependant là bien plus que chez le^ bactéries qu'on aurait pu obtenir les résultats les plus précis, étant donnée la grosseur relative qulls y atteignent.
Cependant, Maire les a décrits chez l' Ustilago mayàis; il les sépare nettement des globules d'huUe et les différencie des noyaux. Il les considère comme des corps extravacuolaires et entoures d'une zone hyaloplasmique ; ce serait pour cet observateur des produits de rebut.
Le rôle paraît difficile à trancher. On ne peut guère admettre cette dernière opinion, puisqu'ils sont liés au maximum de vitalité du champignon et qu'ils sont d'autant plus nombreux que celui-ci est plus jeune et placé dans des conditions plus favorables, mais au contraire le fait qu'ils participent au bourgeonnement et . qu'ils disparaissent en presque totalité au cours de la dégénérescence nous donne à penser que ce sont d^s produits de réserve.
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Résumé. — Il existe donc chez ce champignon un protoplasme qui, d'abord dense et homogène, se creuse peu à peu de vacuoles qui, par leur fufeion, finissent par occuper la majeure partie des articles.
Ces vacuoles renferment une quantité considérable de globules réfringents^ ordinairement animés de mouvements browniens, qui pénètrent avec ^Ues dans les jeunes bourgeons et sont en rapport avec le maximum de vitalité du champignon. Ces corps, qui jusqu'alors n'avaient pas attiré l'attention des mycologues, possèdent une forte électivité pour les matières colorantes avec lesquelles ils prennent souvent une teinte rouge ; nous les avons assimilas aux grains de chromatine de Wager, mais contrairement à l'opinion de «et auteur, ils n'ont aucun caractère nucléaire et doivent être identifiés aux corpuscules métachromatîques de Babès {grains rouges de Bûtschli).
A la fin du développement apparaissent des phénomènes de dégénérescence du protoplasme, qui se transforme en globules d'huile que l'on ne doit pas confondre avec les corpusoules meta-chromatiques.
On remarque en outre des noyaux très nette-, ment définis, d'une structure très simple. Ces noyaux se divisent par un procédié Qui paraît être voisin de Vamiiose.
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Dans les formes levures,» on observe deux vacuoles polaires chargées de corpuscules ^métachtomatiques et un seul noyau situé au centre de la cellule. Cette structure des formes levures de Dematium^ qui n'avait pas été étudiée jusqu'alors, est absolument conforme à celle que nous constaterons chez les levures.
II. — OroiuM LACTis '(Fresenius
Caractères morphologiques, — L'O. lactis connu 'depuis longtemps a d'abord été considéré cemme très polymorphe. Un grand nombre de recherches furent faites dans ce sens (Gienkowski, Billroth, Haberlandt, Brefeld) ; le premier de ces observateurs rattache VO. lactis au Chalara mycoderma et peut-être aussi au S. mycoderma ^ini.
Billroth prétend que les conidies sont capables de développer une forme semblable aux Saccharomyces ; Haberlandt croit découvrir dans cette espèce la formation de sporanges.
Brefeld considère VO. lactis comme une forme isolée appartenant aux organismes inférieurs et peut-être une de celles dont on suppose que les formes supérieures se sont développées. •
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Hansen reprit l'étude de cette moisissure et démontra son indépendance du Chalara mycoderma et du S. mycoderrna. Enfin il ne put* jamais obtenir les sporanges " décrits par Haberlandt.
Nous l'avons trouvée sur des fromages de Neuchâtel, que nous avions laissés fermenter pendant quelques jours sous cloche et où élite Ibrmait un léger duvet blanchâtre recouvrant entièrement le substratum, et nous l'avons étudiée dans un travail antérieur.
Cette moisissure présente les caractères suivants : le thalle est cloisonné ; les cloisons sont réparties d'une manière irrégulière ; leur nombre diminue à mesure que l'ourse rapproche des extrémités. Chaque filament fojirnit un certain nombre de branches latérales, chacune d'elles naissant immédiatement au-dessous d'une cloison; elles ne se développent généralement que sur un seul côté.
Les spores ne naissent que lorsque l'accroissement est terminé. A ce moment les extrémités des filaments se cloisonnent abondamment et chacun des articles nouvellement formés se détache pour donner une spore. Enfiu, ces spores ne se produisent pas seulement aux extrémités, mais on en voit en même temps se former un grand nombre au milieu même des filaments par le môme procédé, par simple
dissociation des articles : les cloisons se rapprochent à différents endroits d'un filament, pour fournir autant de spores qui se détachent à mesure. Le mycélium se divise ; et dans les cultures âgées, on ne distingue plus que des débris épars du mycélium entremêlés à un nombre considérable de spores. En somme, chacune* de ces spores doit ôtre considérée comme résultant d'une simple fragmentation du mycélium. 11 n'y a pas à proprement parler de véritable fructification.
Il arrive le plus souvent que les spores ainsi formées , continuent à se développer dans le milieu où elles sont nées. Elles s'allongent dans un sens quelconque, se cloisonnent et se fragmentent de nouveau, à la façon des Schizosaccharomyces; cependant il existe aussi des formes très irrégulières, arrondies, qui paraissent être dues à un mode intermédiaire entre le bourgeonnement et la segmentation.
On coifiprend donc que ces spores soient de taille essentiellement variable. Leur dimension oscille entre i5 X 7 et 3i X 7 [x. Leur forme est également peu constante. Le plus souvent elles sont rectangulaires, c'est du moins la forme typique, mais d'autres peuvent être ovales, cubiques et même splrériques.
Les spores germent d'ordinaire en produisant un tube germinatif généralement placé à l'une
de leurs extrémités et dirigé perpendiculairement ou. obliquement par rapport à leur axe, donnant des figures qui rappellent la forme d'un marteau.
Dans les milieux très favorables à sçi nutrition, VO. lactis donne lieu à des formes allongées, avec mycélium touffu très ramifié et fructification tardive. Au contraire dans les* milieux défavorables, les spores émettent souvent des tubes germinatifs, qui, au lieu de produire un mycélium, se dissocient immédiatement pour former un chapelet de spores, et les spores nouvellement formées peuvent à leur tour ge multiplier par allongement dans difl*érents sens et formation de cloisons médianes, produisant ainsi une série de formes levures morphologiquement très voisines du Sch. pombe et que nous proposons de désigner sous le nom de formes Schizosaccharoniyces.
Protoplasme. — Dans les cultui'es sur tranches de carotte," le protoplasme est d'abord très dense et homogène ; il est creusé de très petites vacuoles contenant quelques corpuscules métachromatiques. Ces vacuoles se multiplient, augmentent de volume, et le protoplasme tout entier se trouve rempli d'un très grand nombre de vacuoles très rapprochées les unes des autres qui lui donnent un aspect alvéolaire.' Au fur et à
mesure que les filaments se développent, les vacuoles se fusionnent les unes aux autres pour constituer d'énormes vacuoles remplissant la plus grande partie des articles. Le protoplasme est alors réduit à une mince couche pariétale ; plus tard il présente des phénomènes de dégénérescence et se transforme en globules d'huile.
Les corpuscules métachromatiques sont toujours en petites quantités dans VO. lactis^ et n'atteignent jamais de grandes dimensions (PL II, fig. 8 et lo).
En revanche le glycogène existe en très grande abondance dans ce champignon. Il apparaît ordinairement sous forme de petits granules très nombreux, qui naissent dans le protoplasme tout près des vacuoles ; quelquefois il imptègne tout le protoplasme. Lorsque les vacuoles se sont fusionnées, il pénètre dans leur intérieur et les remplit. Le traitement par l'iodo-iodiire de Gram donne alors aux vacuoles une teinte d'un brun acajou. Souvent une partie de ce glycogène paraît rester insoluble et l'on remarque fréquemment, dans dés vacuoles pas du tout outrés faiblement colorées en brun acajou, des globules de forme variable, quelquefois très gros, qui montrent au contraire d'une manière très nette la réaction du glycogène. En examinant le champignon à Tétat frais, on aperçoit fréquemment dans les
vacuoles des globules qui se distinguent très difficilement et qui présentent un peu l'aspect des globules d'huile, mais s'en différencient facilement par leur très faible réfrigence. Si l'on place un morceau de mycélium dans une goutte d'eau et sous une lamelle et qu'on observe au microscope en introduisant graduellement sur le bord de la préparation, à l'aide d'une pipette, quelques gouttes d'une solution très diluée d'iodo-iodure de potassium, on voit ces globules donner progressivement la réaction du glycogène. Ce glycogène semble persister pendant très longtemps dans les vacuoles, et ne disparaît que partiellement dans les vieilles cellules.
Dans les milieux liquides, tels que le liquide Raulin, où l'on remarque un développement très semblable, le glycogène est au contraire en très petite quantité dans les vacuoles et paraît disparaître très rapidement au moment de la pleine multiplication du champignon.
Dans les milieux peu nutritifs, on observe des phénomènes de dégénérescence très précoces. Les filaments se vident et la plus grande partie du protoplasme se transforme en globules d'huile. Dans certains endroits où le protoplasme était le plus abondant, la multiplication peut encore se continuer pendant quelque temps; on voit se rassembler quelques
corspiiscnles métachromatiques et une petite quantité de glycogène, puis il se produit des cloisons transversales qui peuvent délimiter
• quelque spores. 11 est curieux de voir que ce sont ces parties qui contiennent le plus de globules d'huile et que les spores formées dans ces conditions renferment une forte proportion de résidus de la dégénérescence protoplasmique. Aussi peut-on se demander si ces globules d'huile, qui chez le D. species sont incojistestablement des produits de dégénérescence, ne représenteraient pas chez VO. lactis des matières de réserve. Remarquons cependant qu'ils apparaissent d'autant plus vite que le milieu où sç trouve le champignon est plus impropre à l'alimentation ; d'autre part, au moment de la germination, ils paraissent subsister, et restent localisés dans la spore sans *être assimilés; aussi, y a-t-il peut-être plus de raisojis pour les considérer comme des produits
' de dégénérescence. Le fait que les spores se forment dans les endroits qui contiennent ces globules s'explique en effet si l'on envisage que ce *sont les seules parties qui renfermaient du protoplasme, le reste étant occupé par les vacuoles, et que si ce protoplasme s'est transformé pour une large part en huile, il en reste cependant une partie active.
Noyaux. — Les noyaux sont constitués d'uii chromoblaste entouré d'une aréole claire^ dont il est souvent difficile d'apercevoir là membrane limitante. Cependant dans les filaments un peu • âgés où le protoplasme est moins abondant et laisse plus facilement distinguer les noyaux, ils ressortent très nettement avec leur membrane ♦et montrent alors une structure analogue à celle des noyaux du D. species (PI. XI, fig. de I à 7, fig. 9 et de II à 19). Leur diamètre atteint environ i [x. ♦;
Le nombre des noyaux est très variable; chaque article en" con,tient de treize à vingt, mais ils peuvent être -beaucoup plus nombreux surtout aux extrémités des filaments où ils atteignent facilement le chiffre de trente ou quarante.
La division des noyaux s'observe surtout aux extrémités des filaments, c'est-à-dire dans la région d'accroissement^ tandis qu'il est rare* de la rencontrer dans les autres partiçs du mycélium. Sur les filaments en voie de crois-* sance> les noyaux restent toujours localisés un peu au-dessous de la région terminale qui contient un protoplasme très épais retenait fortement les matières colorantes. Les noyaux s'y divisent activement et s'avancent à l'extrémité des filaments au far et à mesure que celle-ci s'acci'oît, restant toujours ainsi dans la région subterminale.
Le même phénomène se produit pour la for- • mation des bourgeons latéraux. On voit d'abord apparaître un petit prolongement rempli de protoplasme à la base duquel les noyaux se divisent porur nfe s'y introduire que lorsqu'ils auront atteint une certaine longueur.-
La division s'effectue par un processus analogue à celui que nous avons étudié chez le D. species. Elle se manifeste par les phases suivantes : à certains endroits on remarque le , noyau constitué de deux masses accolées l'une à l'autre et réunies dans une même aréole ; dans d'autres figures, il apparaît comme formé de deux parties distinctement séparées, mais toujours enveloppées pjtr une même aréole. Enfin, on observe fréquemment des noyaux disposés par paires et très rapprochés l'un de l'autre, provenant sçns doute d'une bipartition récente. Les spores contiennent dé un à trois noyaux, le nombre le plusiréquent est de quatre ou cinq. Les spores naissent simplement par un cloisonnement abondant sans que le noyau paraisse jouer un rôle important dans leur formation.
On le voit ordinairement se diviser dans la région terminale avant la formation des spores, puis les clois(Jns se forment et les spores peuvent se détacher du mycélium ou bien elles fournissent chacune une ou plusieurs cloisons nouvelles et dans ce cas les noyaux» peuvent
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continuer leur division dans l'intérieur même de la spore de façon à maintenir leur nombre àpeu près égal dans les spores filles (PL II, fig. i3).
Les spores appartiennent donc à cette catégorie que Dangeard désigne sous le nom à^oïdies et qui se caractérisent par leur mode de formation qui se produit simplement par une fragmentation du mycélium et par leur structure toujours plurinucléée (PL II, fig. q] ii, 12 et i4). •
C'est également par un procédé analogue que les spores se développent soit pour former des oïdics secondaires (formes Schizosaccharomjrces)^ soit pour germef définitivement en produisant un tube germinatif : les oïdies contiennent un nombre variable de noyaux : un moment -avant de se cloisonner, .quelques-uns de ces noyaux commencent à se diviser, puis on voit se former une membrane qui sépare la cellule en deux cellules filles (PL II, fig. i5, 16, 17, 18, 19).
Résumé. — Ainsi, on observée chez ce champignon une structure très voisine de celle du précédent. L'O. lactis ne se distingue guère du D. species que par le peu de corpuscules métachromatiques renfermés dans ses vacuoles.
Par centre, ;le glycogène, exceptionnel chez
le D. species^ est ici très abondant. Il naît d'abord sous forme de granules très près des vacuoles et se déverse ensuite dans ces vacuoles.
Dans les formes levures qui morphologiquement sont très voisines du Sch. pombe^W existe une structure plurinucléée qui les distingue Iiistologiquement des cellules du Sch. ponibe quij comme nous le verrons, ne contiennent qu'un seul noyau (i).
(I) M. Duclaux considère VO. lactis comme très ressemblant au Sch. pombe et comme par exemple étant kSch. pombe ce que le mycoderme du vin est à la levure de bière (Traité de microbiologie, "X. III, p. 639). En réalité, il n'existe enti^e VO, Idctis et le Seh, pombe qu'une ressemblance superflcielle.
Caractères généraux
Cette levnre de fermentation haute, a été isolée par Hansen dans les brasseries d'Edimbourg. C'est une levure à cellules grosses, rondes ou ovales, très rarement allongées. Les cellules donnent i à 4 spores dont le diamètre varie de 3, 5 à 9 jji. Les voiles de ce Saccharomyces possèdent des cellules peu allongées^ parfois en forme de boudins.
Aspect à Vétat frais. — A, l'état frais, le S. cereçisiœ offre, au commencement de son développement, un protoplasme très deijse et
homogène, dans lequel on aperçoit un certsin nombre de petites vacuoles contenant une quantité variable de granules réfringents et animés de mouvements» browniens, analogues à ceux que nous avons remarqués dans le D. species. A côté de ces vacuoles, on distingue quelquefois une petite masse plus ou moins hyaline, limitée par une membrane épaisse et légèrement réfringente, qui représente le nojyau.
Action des matières colorantes. — En colorant les cellules par Tiodo-iodure de Gram, on remarque un protoplasme coloré en jaune avec parfois quelques taches de glycogène qui prennent une teinte brun acajou. Les granules se teignent en jaune pâle et le noyau présente un aspect brillant.
Ltf bleu de méthylène colore les granulçs soit en bleu intense, soit en violet, ou même en rouge et le protoplasme en bleu pâle, ordi nairement sans laisser distinguer le noyau»
(PI. X, fig.de 3i à 49).
La safranine donne au noyau une coloration rouge, et teiAt le protoplasme en rose pâle ; les granules se différencient en rouge foncé.
Le vert de méthyle colore le protoplasme en vert pâle et le noyau en vert un peu plus foncé ; les granules apparaissent avec une
nuance qui varie du vert foncé au bleu intense souvent violacé.
Le violet de gentiane laisse apercevoir le noyau en violet sombre, le protoplasme en violet pâle et colore les granules en rouge. •
Les mélanges de fuchsine et de vert de méthyle suivant la méthode de Wager colorent le protoplasme et les noyaux en violet et les granules on vert ou bleu intense, comme les grains de chromatine de Wager.
Avec l'hémalun, on obtient une coloration bleu pâle du protoplasme, le noyau se dessine en bleu un peu plus foncé que le protoplasme *et les granules se distinguent dans les vacuoles par [leur couleur rouge sombre (PI. X, fig. de I à 3o).
L'hématoxyline au fer donne de très belles colorations du noyau ; le protoplasme se décolore complètement par l'alun de fer, ainsi qtie les granules. Accidentellement les granules restent colorés et le noyau ne se différencie pas ou ^ peu.
X'action de ces différents colorants nous montre donc chez le S. cereçisiœ une structure très semblable à celle que nous avons décrite chez les deux moisissures que nous venons d'étudier et l'on distingue ici encore un nqyau^ qui se colore en bleu mat par l'hémalun et une ou plusieurs vacuoles renfermant des corpus-
cales mêtachromatiqueSy lesquels se comportent comme les grains de chromatine de Wager avec lesquels on doit les identifier, mais qui sont indépendants du noyau.
IL liÉVELOPPEMBNT VÉGÉTATIF
Étudions de plus près la structure de cette levure en suivant son développement dans le liquide de Mayer.
DÉBUT DE LA FERMENTATION
a) Protoplasme. — Dans les premières heures de la fermentation, le protoplasme se colore à peu près uniformément avec les matières colorantes : il est plus ou moins homogène ; il présente cependant un aspect légèrement granuleux, mais sans aucune structure appréciable. On aperçoit à Tintéripur de la cellule une ou plusieurs très petites vacuoles contenant quelques corpuscules métachromatiques. Ces corpuscules, d'abord en très petite quantité, augmentent au furet àmesure que le développement s'effectue.
b) Nojaa. — Le» noyau se trouve ordinaire- 'ment au milieu de la cellule et contre la vacuole ;
très souvent, lorsqu'il existe plusieurs yacuoles,^ il est entouré par un cercle de petites vacuoles et paraît constituer avec elles un seul organe. Il peut arriver icependant qti'il soit distinctement séparé de la vacuole. Ce noyau se différencie par Fliémalun ou par Thématoxyline de Bœhmer qifi lui donnent yme coloration ti'un bleu mart, légèrement plus sombre que le protoplasme. Suivant le degré de décoloration, il apparaît comme une masse sphérique et uniformément colorée, ou comme un organe vésiculeux, limité par une membrane et laissant apercevoir dans son intérieur un ou plusieurs granules. A ce stade, il est ordinairement visible même à Tétat frais, et avec toutes les matières colorantes. L'iodoiodure de potassiutn, le vert de méthyle, la safranine, le rouge de. Magenta, le violet de gentiane, la fuchsine sont capables de le différencier ; ils le colorent uniformément sans laisser distinguer de str^^ctu^e. Mais les meilleurs résultats sont obtenus par Thématoxyline au fer. Le noyau se montre sous forme d'un corps sphérique assez gros, atteignant g9Uvent un diamètre de i , 7 à 2 (x, constitué d'un nucléohyaloplasme incolore entouré d'une membrane fortement colorée (PL 11, lîg. de 20 à 40 et PL III, lig. de I à i5). Dans les cas les plus favorables, on distingue dans ce nucléohyalo-*
plasme un certain nombre à' éléments chromatiques disposés d'une façon très variable, soit accolés à la membrane, soit sous forme de deux ou trois grosses masses, soit entin sous l'aspect de petits lilets, quelquefois disposés en rayons autour du centre du noyau. On remarque très souvent un granule un peu plus gros que les autres, généralement placé contre la membrane, quelquefois au centre du noyau et qui semble représenter un nucléole. Dans quelques cas, le noyau très pauvre en chromatine ne laisse apercevoir que ce nucléole (PL ii, fig. 34 et PL III, fig, i3) ; parfois môme on ne distingue que la membrane qui seule fixe la couleur.
Ce noyau ressemble beaucoup par sa forme et sa -dimension aux noyaux que nous avons observés chez le D. species^ mais la chromatine au lieu d'être réunie en un unique chromoblaste se trouve disséminée dans le nucléoplasme. Il n'y a donc aucun doute sur Pexistence du noyau et l'on peut considérer le noyau du S. cerevisiœ cojnme un noyau typique se rapprochant de celui qu'on observe chez les 'Ascomycètes supérieurs et chez les Basidomycètes.
MILIEU ET FIN DE LA FERMENTATION
a) Corpuscules métachromatiques. — Peu à peu,^ les vacuoles augmentent de nombre et de
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dimension^ en même temps que les corpuscules métachromatiques deviennent plus abondants et grossissent, prenant la forme de sphérules, laissant apercevoir une paroi fortement colorée et un centre plus pâle. Quelquefois, la cellule tout entière se trouve remplie de vacuoles, séparées par des mailles très fines de protoplasme et cette disposition rappelle les structures alvéolaires décrites par Bûtschli chez les bactéries (PL X, fig. 36 et 87). Le noyau se trouve alors comprimé et masqué par les vacuoles et il est plus difficile à différencier. Mais ordinairement les vacuoles sont beaucoup moins développées et n'occupent qu'une partie de la cellule. Dans quelques cas, il n'existe qu'un seul gros corpuscule, dans chacune des vacuoles; dans d'autres, on en observe une grande quantité disséminés dans les vacuoles, et qui quelquefois offrent par leurs groupements l'aspect d'un fi^ réticulum.
Lorsqu'il n'existe qu'une seule ou deux ou trois petites vacuoles situées au voisina'ge du noyau, et que les granules métachromatiques présentent cet aspect réticulé, on pourrait croire que ces vacuoles représentent le noyau et que les granules métachromatiques constituent le réseau de chromatine de ce noyau :
cette erreur est d'autant plus facile à commettre que le noyau se différencie difficilement ,et se
colore d'une manière beaucoup plus pâle que des corpuscules métachromatiques (PL X, lig. 5, II, 8, i8, 19, 21, 22). Aussi s'explique-t-on ai3ément les interprétations de certains auteurs (Ëisenschitz, Roncali, Wager).
Au bout de quelque temps, les vacuoles se fusionnent d'ordinaire en une seule grosse vacuole, qui occupe une grande partie de la cellule. Lorsque la vacuole est volumineuse, le protoplasme se trouve comprimé contre la* paroi et le noyau un peu moins plastique peut faire saillie à Tintérieur de la vacuole. Il arrive aussi que le noyau se trouve au-dessus de la vaouole par rapport à l'objectif et paraisse logé dans l'intérieur de la vacuole (PL III, fig. 7 et le PL X,ng.2o).
Au cours du développement le noyau s'entoure très souvent d'une certaine quantité de corpuscules métachromatiques qui le relient ià la vacuole (PL X, fig. 17, 23, 24, 26). Ils sont souvent en assez grand nombre pour masquer le noyau, qui alors se différencie très difficilement et certains colorants tels que l'hématoxyline dh Heidenhain le représentent avec une forme irrégulière, étoilée et très ressemblante à certaines figures de Bouin. Au contraire l'hémalun, lorsque la décoloration a été soigneusement faite, permet de distinguer le noyau, qui se colore en bleu, des granules qui
le Tecouvrent e* qui prennent une teinte rouge sombre. Cette disposition a été mal interprétée par Mœllep, qui considère le noyau des levures comme capable de se déformer et susceptible de mouvements amiboïdes et par Bouin qui estime qu'au moment de la fermentation^ le noyail prend une forme irrégulière et qu'une partie de la chromatine peut se disséminer à l'intérieur du protoplasme afin d'augmenter la surface de contact entre le protoplasme et le noyau.
Au contraire Wag^r a différencié ces deux éléments et comme nous considère les granules qui entourent son nucléole^ qui pour lui sont distincts de ceux que contiennent les vacuoles, comme des produits de réserve utilisés peutêtre à la nutrition du nucléole.
Pour Wager, il existerait donc deux catégories de granules, les uns seraient localisés dans les vacuoles et seraient de nature chromatique, constituant le noyau avec l'organe que nous avons considéré comnle tel et qui pour lui représente le nucléole. Les autres seraient disséminés dans le protoplasme et souvent autour du noyau et correspondraient aux granules d'Hieronymus. 11 ignore la nature chimique de ces derniers, mais le fait que certains d'entre eux se colorent par la teinture d'alkana lui font croire que ce seraient des
gouttelettes d'huile, les autres seraient des grains de protéine.
. Les colorations dont se servait Wager, conime nous l'avons déjà indiqué, ne donnaient pas à ces corps leur couleur rouge spécifique et n'étaient pas suffisantes pour identifier ces deux qualités de granules. Au contraire les colorations à l'hémalun indiqpient manifestement qu'ils sont de même nature et on en atteint la conviction lorsqu'on emploie le bleu de méthylène avec lequel la métachromasie de ces granules e^t un fait exceptioiinel.
b) Glycogène. — Environ vingt-quatre heures après le début de la fermentation, le glycogène, qui jusque-là était resté localisé en petite quantité dans le protoplasme, devient très abondant et on voit se former dans la cellule un certain nombre de petites vacuoles, où il vient se déverser. Ces vacuoles ne tardent pas à se fusionner en une unique vacuole, qui prend alors des dimensions considérables, occupant presque toute la cellule, qui se transforme bientôt en une véritable glande à glycogène (PL X, fig. de 28 à 3o et de 38 à 44)» La vacuole ou les vacuoles primitives, qui contenaient les corpuscules ihétachromatiques, se contractent et finissent peu à peu par disparaître complètement, et le noyau et les corpnscule*s métachro-
matiques, qui étaient renfermés dans ces vacuoles, se trouvent refoulés sur l'un des côtés de la cellule. C'est ce que Wager remarqye en distinguant deux sortes de vacuoles, les unes qu'il désigne sous le nom de vacuoles nyicléaires (vacuoles à corpuscules métachromatiques) et les autres qu'il appelle, par opposition^ vacuoles glycogéniques. Il existe donc une spécialisation dans les substances contenues dans l'intérieur des vacuoles, que nous retrquverons chez la pJupart des levures. Le glycogène ne pénétrant pas ou très p«u dans ' les vacuoles à corpuscules métachromatiques, cette structure est très délicate à observer; îl faut pour s'çn rendre compte employer des.
solutions de Gram très diluées, qui colorent faiblement le glycogène et permettent de voir le contour des vacuoles.
Une méthode indiquée par Wager et consistant à colorer les cellules par le vert de méthyle et à les traiter ensuite par riodo-iodui;p de Gram donne de très intéressantes préparations, qui malheureusement ne se conservent que quelques instants, dans lesquelles le protoplasme se trouve colpré en vert Jaunâtre, les graïiules en brun intense, et les vacuoles glycogéniques en brun acajou. *
Les vacuoles remplies de glycogène prennent vis-à-vis dfes matières colorantes un caractère
dîfférent de celui que possèdent les vacuoles à corpuscules métachromà tiques. Tandis que les vacuoles à corpuscules métachromatiques se détachent incolores comme des taches très claires, possédant un certain relief, les vacuoles glycogéniques se distinguent avec moins de netteté du protoplasme et certaines matières colorantes, telles que le violet de gentiane, le vert de méthyle, le bleu de méthylène, rhémalun, l'hématoxyline de Heidenhain, leur donnent une teinte diffuse. De plus ces matières colorantes laissent souvent remarquer à Tintérieur de ces vacuoles de petits granules légèrement colorés, dont nous ignorons la nature; peut-être pourraient-il représenter des éléments non dissous du glycogène. On n'a cependant jamais remarqué jusqu'alors que le glycogène soit capable de fixer les colorants (PI. III, fig. de i6 à ao et PL X, fig. 45 et 46). L^s caractères de ces vacuoles glycogéniques se laissent même apercevoir à l'état frais où elles présentent un aspect un peu réfringent et très différent des vacuoles à corpuscules métachromatiques.
A ce stade le noyau se distingue encore facilement, mais il montre une tendance à se colorer uniformément et il est difficile d'apercevoir sa structure.
Wager n'a pas suivi le développement plus longtemps, aussi avons-nous jugé utile de
rechercher les modifications produites dans la cellule à la fin de la fermentation.
Cette structure se conserve pendant toute la période active de la fermentation ; mais dès que les phénomènes commencent à se ralentir, le glycogène disparaît graduellement et la vacuole qui le contenait diminue peu à peu, tandis que le protoplasme qui occupait la partie périphérique de la cellule se gonfle progressivement. Une ou plusieurs nouvelles vacuoles se reforment dans le protoplasme et les corpuscules métachromatiques s'y localisent. Petit à petit la vacuole glycogénique, pressée par cette augmentation du protoplasme, se trouve déjetée sur un des côtés de la cellule, prenant l'aspect d'un ménisque concave, puis finit par disparaître en presque totalité. Finalement les cellules reprennent leur structure primitive, formée alors d'une vacuole centrale à contenu très hyalin dans laquelle se meuvent quelques corpuscules métachromatiques, ceux-ci ayant notablement diminué (PI. X, fig. 47 ^ 4^ et 49)-
c) Dégénérescence. — Les cellules peuvent se maintenir longtemps dans cet état, mais le plus souvent on observe au bout de quelque temps des phénomènes de dégénérescence. Peu à peu le protoplasme se contracte en forme de boules qui se séparent de la membrane et subit une
dégénérescence graisseuse. Les cellules finissent par être constituées presque uniquement? de gros globules (Thuile^ occupant le milieu de la cellule et d'un liquide cellulaire contenant quelques restes de corpuscules métachroma- , tiques. et souvent mêihe une petite quantité de glycogène. Il n'existe plus que très peu de protoplasme.
Ces globules d'huile possèdent les mêmes propriétés que ceux que nous avons rencontrés dans les champignons précédents. Ils brunissent .ï)ar l'acide osmique et se dissolvent par Téther et le chloroforme. Enfin ils ne fixent pas les matières colorantes et offrent une moins forte réfringence que les corpuscules métachromatiques.
Ce développement dépend du milieu dans lequel sont placées les levures, cependant il suit presque toujours une marche analogue, et la structure ne présente que des différences de détail.'La fermentation ne paraît donc pas avoir d'action marquée sur la structure de la cellule.
Bourgeonnement. — Les bourgeons apparaissent sous forme de petites proéminences qui grossissent, se pédicellisent et se détachent de la cellule mère, lorsque celle-ci a atteint une taille suffisante. Dès le début de la formation d'un bourgeon, la vacuole de la cellule mère
produit un petit diverticulum qui s'introduit par le pédicelle avec une partie des corpuscules métachromatiques, pénètre d^ansle jeune bourgeon, puis se sépare de la vacuole primitive en gardant une part des corpuscules métachromatiques (PL Xj fig. i5', i8). Ce partage de la vacuole précède ordinairement la division du noyau, qui le plus souvent ne subit aucune modification dans les premières phases de la formation du Bourgeon.
Ce n'est généralement que lorsque la vacuole s'est introduite dans le bourgeon et souvent même lorsque son partage est terminé, que le noyau commence à se diviser. Il n'existe donc aucun rapport essentiel entre le noyau et la vacuole, contrairement à ce que pensait Wager. . Cependant il arrive quelquefois que ces deux divisions de la vacuole et du noyau soient simultanées et que le noyaii pénètre dans les j eunes bourgeons en même temps que la vacuole, mais le fait n'a aucune signification liistologique.
La position du noyau paraît, comme pour les formes levures du D. species^ absolument indépendante de la situation du bourgeon.
Souvent le noyau ne change pas de place :
s'il se trouve à l'extrémité de la cellule opposée au bourgeon, il s'allonge et envoie un diverticulum très^mince, qui traverse la cellule et* va
rejoindre le bourgeon. Arrivé près de rorifice du bourgeon, ce diverticulum se renfle à gon
extrémité, formant un haltère ; les deux renflements ainsi formés restent quelque temps attachés par leur fil d'union (i) *qui s'^étire de plus en plus, et qui finit par se rompre, <lonnant ainsi un nouveautnoyau destiné au bourgeon. Uife fois détaché, ce noyau s'effile, s'introduit dans le col, puis pénètre dans le bourgeon, oy, il prend sa forihe normale et va se placer à côté de la vacuole. Il est difficile d'apeiicevoir pendant cette division ce qui se produit dans Vintérieur de ce noyau, qui se colore uniformément; on remarque cependant dans quelques cas une partie mé- .diane un peif plus sombre que le reste.
Parfois les noyaux laissent pendant un certain tenips des traces du fil médian, suivant . lequel ils sont divisés, et paraissent munis d'une queue ; cette particularité constatée par plusieurs observateurs (Buscalioni, Brouin, Maire), résulte simplement d'un reste de Rallongement qu'a subi le noyau pendant sa division et disparaît \lès que celui-ci a repris sa forme normale.
^ Si au contraire le noyau est situé tout près ,
(i) Ce fil d'union a été comparé par Buscalioni, çt , Maire au Mittelstûck que Berthod a signalé chez certaines algues. • •
du bourgeon, il s'y introduit très simplement en s'allongeant et en se séparant à la naissance du col qui unit le jeune bourgeon à la cellule mère.
Quelquefois aussi, le noyau, au lieu de s'allonger pour rejoindre le bourgeon, se divise sur place : il s'étiie très légèrement, se rétrécit un peu à sa partie médiane et se partage aussitôt par la formation d'une cloison médiane. On observe alors deux noyaux à côté l'un de l'autre, dont l'un ne tafde pas à émîgrer dans le bourgeon.
Ces divisions rentrent sans aucun doute dans la catégorie des amitoses typiques (PI. Il, fig. 22 et 4<>; PI- IIIi fîg* Il 2, 4î 5, 9, 12, i4 et 2o; et PL X, fig. 3, 6 et fig. de lo à*i4).
Critique des traK>aux antérieurs. — Avant de poursuivre plus loin le développement de cette levure, nous essaierons de comparer nos résultats à ceux auxquels sont arrivés les nombreux observateurs qui ont étudié cette môme question.
L'organe que nous avons considéré comme noyau correspond à celui qu'ont successivement décrit Schmitz, Hansen, Zale\vsk^% Zacharias, Strasburger, Kunstler, Mœller, Dangeard, Henneguy,Grato, Buscalioni, Bouin, et au nucléole de Wager.
Dangeard et Henneguy (Sbservent un noyau constitué d'un nucléole et d'une aréole claire limitée par une membrane. Bouin le décrit* au? contraire comme formé d'un nucléohyaloplasme contenant un certain nombre de granules chromatiques et limité par une membrane. La structure que nous avons signalée correspond à peu près à celle de Bouin avec plus de netteté. Nous y distinguons en effet uû nucléohyaloplasme limité par une membrane et renfermant un nucléole et/juelques éléments ' chromatiques.
Dans certains cas, on colore seulement le nucléole, les granules chromatiques n'apparaissent pas et on s'explique ainsi la structure figurée par Dangeard dans le^ S. cereçisiœ.
Nous verrons d'ailleurs qu'il existe un grand nombre de levures dont le noyau laisse apercevoir uniquement un nucléoplasme et un chromoblaste. Quelquefois enfin, lorsque la décoloration a été insuflisante, tout le noyau conserve une teinte uniforme ; ou même, il peut'arriver, soit que la fixation ait été défectueuse et ait provoqué une contraction du noyau, soit que la décoloration ait été exagérée, qu'il ne montre que son nucléole ; on obtient ainsi les noyaux homogènes de Buscalioni et les nucléoles de Wager.
Au contraire Janssens et Leblanc paraissent,
dans la majeure partie des cas, avoir confondu la vacuole et les corpuscules métachronlatiques contenus dans son intérieur avec le noyau. Ils décrivent en effet, dans les premières phases du développement, un noyau vacuolaire, constitué d'un nucléole et de quelques éléments chromatiques, qui ressemble beaucoup plus à la vacuole qu'au noyau. Ces auteurs ont eu le tort de ne se seryir, pour des observations aussi complexes, que d'une seule matière colbrante ; ils ont choisi pour Qela le procédé d'Heidenhain^ qui s'il est* capable de rendre de grands services et de donner souvent les meilleures préparations, a le désavantage d'être irt*égulier et doit constamment être soumis au . contrôle d'autres matières colorantes. Il est à remarquer, en effet, que dans les dessins de Janssens et Leblfinc, il n'existe au début du développement aucune trace de vacuole, alors que nous n'avons pas observé de cellules de levures dépourvues de vacuole. Enfin Janssens et Leblanc observent ce noyau â l'état frais sous forme d'un nucléole réfringent, dnimé de mouvements browniens, ce qui ne laisse aucun doute sur leur confusion. Leur noyau à ce stade ne serait donc autre chose que la vacuole, et le nucléole ainsi que les éléments chromatiques représenteraient ^ les corpuscules métachromatiques se trouvant toujours dans cette vacuole et ressemblant souvent en effet à un noyau.
Plus tard ils observent une vacuolisatiôn du protoplasme au dépens du noyau qui diminue de taille et perd ses vacuoles. A ce moment^ ils voient le. véritable noyau et 'la figure de ce noyau correspond à peu près à la nôtre.
^VL bout de quarante-huit heures, Janssens et Leblanc figurent un protoplasme complètement dépourvu de vacuole, à structure céticulée typique, qui dans les nœudfe de son réticulum se remplit de granules, qu'ils considèrent comme des matières de réserve de nature nucléo-albuminoïde et qui disparaissent au moment de la sporulation. Ces granules se colorent d'après eux avec Thématoxyline de Heidenhain, mais se décolorent plus facilement que le noyau. En outre ils se colorent non pas en vert mais en bleu outremer par le vert de méthyle. Ils les font correspondre aux corps décrits parRaum, Eisenschitz et Hieronymus.
Ces caractères paraissent les identifier à nos corpuscules métachromatiques. Janssens et Leblanc les ont donc pris ainsi que la vacuole pour le noyau au début du développement et ne les ont différencié de cet organe que dans la suite, lorsqu'ils deviennent plus abondants. Néanmoins cette structure du protoplasme sans vacuole^ que nous n'avons jamais rencontrée à aucun stade du développement, nous semble correspondre à l'apparition de vacuole glyco-
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génique. Ils auraient pris, d'après nous, cette vacuole légèrement réfringente, qui occupe toute la cellule, pour le protoplasme, et une partie des granilles qu'ils décrivent pourraient bien être les éléments figurés que nous avons signalés dans la vacuole glycogénique et qui fixent la couleur. Parfois ils sont nombreux et oflrent l'îllusion d'un réticulum très fin. (Comparer les figures de ces auteurs avec les figures, i6, 17, 18, 19 et 20 de notre PL III.)
Enfin vers la fin de la fermentation, Janssens et Leblanc retrouvent la structure du début avec un noyau à l'état vacuolaire qui pour nous serait la vacuole, ce qui est conforme à ce que nous avons observé après la disparition du glycogène.
Mafluci et Sirleo ont également commis la même erreur que Janssens et Leblanc et ont confondu la vacuole et son contenu avec le noyau.
Un certain nombre d'observateurs figurent des granules de chromatine disséminés dans le protoplasme (Gurtis). Ceux-ci devaient être également en présence des corpuscules métachromatiques, mais n'ont probablement pas remarqué leur localisation dans l'intérieur des vacuoles.
Quant aux dispositions décrites par Hieronymus, elles résultent de ces mêmes corpuscules
mét^chromatiques, qui lorsqu'ils sont en grand nombre dans les vacuoles et dans le proto- , plasme peuvent présenter des aspects très divers, quelquefois spirales, qui ne sont d'ailleurs qu'accidentels. Ils peuvent même offrir des formes anguleuses que Hieronymus a prises pour des cristalloïdes.
Bouin a cherché à expliquer ces figures en cultivant le S. cerei^isiœ dans lo p. loo de sucre, milieu qu'avait employé Hieronymus. Il arriva à produire des cellules qui se multiplient à peine, et se gonflent par suite de la trop forte concentration du milieu et qui selon lui seraient plurinucléées. Les noyaux se divisant par amitose et se succédant en forme de chapelets donneraient quelquefois par" leur' ensemble des aspects spirales. Nous avons répété ces expériences, mais dans aucun cas nous n'avons trouvé cette multiplication du noyau qui très probablement est également due aux corpuscules métachromatiques.
Au 'contraire Casagrandi, qui a décrit avec beaucoup de soin l'arrangement de ces granules, les considère comme absolument indépendants du noyau, mais leur attribue à tort la nature de globules d'huile. Ils bruniraient, suivant lui, par Tacide osmique et se dissou- • . draient dans l'éther et«le chloroforme. Vill avait trouvé antérieurement des globules d'fiuile dans
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les cellules de levures, mais dans les vieilles cultures. Janssens et Leblanc ne signalent pas de corps gras dans le développement des levures.
Duclaux a constaté, d'autre part, la présence de globules d'huile, qui se dissolvent par l'éther, et diminuent sensiblement le poids de * la cellule aprè^ leur dissolution.
En réalité toutes ces confusions proviennent de ce que beaucoup des aut<mrs qui se sont occupés de cette question n'ont distingué les globules d'huile des corpuscules métachromatiques, qui dans certains cas sont en effet très faciles à confondre ; mais les doubles colorations que nous avons indiquées, à Taide de l'hémalun et de l'acide osmique, dissipent toute incertitude.
Il nous reste maintenant a examiner l'interprétation de Wager.
On sait qu'Eisenschitz avait admis que la vacuole des levures représentait le noyau et que les corpuscules se trouvant dans son intérieur, possédant les propriétés microchimiques de la nucléine, étaient des éléments chromatiques; Wager, s'appuyant sur ces observations, figure une çacaole remplie de granules de chrorfiatin^ et un nucléole (noyau des auteurs) toujours accolé à cette vacuole, dont l'ensemble constituerait le /iqr^M des levures. Wager, quia suivi le développement des levures avec le plus
^rand soin, s'est^ servi comme point d'appui à son interprétation de méthodes de coloration telles que les mélanges de fuchsine et de vert de mêthyle, qui ont Tinconvénient dfe ne pas donner aux corpuscules métachromatiques leur caractère essentiel, c'est-à-dire leur coloration rouge. Par suite, étant donnée la petitesse de ces corpuscules et leur aspect quelquefois réticulé, il est très aisé de les confondre avec des éléments chromatiques. De plus, le noyau ne se différencie qu'imparfaitement avec ces méthodes et ne^ laisse jamais apercevoir les détails de sa structure.
Mais l'étude minutieuse que nous avons faite de champignons plus gros et chez lesquels l'existence du noyau ne laisse aucun doute, tels que le D. species et VO. lactis^ et la comparaison . de la structure de ces champignons avec celles qu'on obtient chez les levures suffît à démontrer l'indépendance du noyau et de la vacuole et des corpuscules qu'elle renferme,. Ce noyau, qui se colore en bleu par l'hémalun et possède une structure caractérisée avec membrane, nucléoplasme et granules chromatiques, correspond exactement aux noyaux qu'on a décrits dans la plupart des champignons. Il est impossible de le considérer comme un simple nucléole.
D'autre part si la vacuole est très souvent en intime contact avec le noyau, il peut arriver
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que ces deux organes soient jiettement séparés et c'est le cas général chez les moisissures, qui. nous montrent cependant une structure analogue à celle des levures par tous les autres côtés. Cette proximité de la vacuole et du noyau, tout au^contraire, s'explique plus simplement par la petitesse de la cellule et la grosseur de la vacuole qui font que tous les organes sont presque nécessairement en contact.
Il peut se faire aussi que les corpuscules métachromatiques soient csypables de jouer un rôle nutritif vis-à-vis du noyau ; certaines dispositions que nous avons décrites paraissent en faveur de cette idée ; il est facile de comprendre de cette manière qu'il, puisse exister une liaison entre le noyau et la vacuçle. Le . noyau qui paraît jouer un rôle important dans la nutrition cellulaire aurait besoin en ce cas d'être en relation avec la vacuole qui contient les corpuscules métachromatiques et peut-être aussi d'autres .produits qui échappent à notre
obseDvation,
D'autre part l'analyse microchimique nous montre que ces granules ne paraissent pas avoir les caractères de la nucléine et les auteurs (Gurtis, Eisenschitz) qui ont constaté leur disparition après traitement par les dissolvants de la nucléine n'ont pas remarqué que ces corpuscules existaient toujours, mais avaient
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perdu leuii propriété de fixer les matières colorantes.
D'ailleurs leur taille, ordinairement petite
chez les levures, peut prendre des dimen-
, sions considérables chez les moisissures et il
devient alors impossible de leur donner la
signification de grains de chromatine.
Enfin la manière dont nous les verrons se comporter pendant la sporulation indique très nettement qu'ils n'ont aucun caractère nucléaire. •
11 est vrai qu'Eisenschitz distingue deux catégories de granules : i** les uns plasmatiques, qui résistent aux dissolvants de la nucléîne ; 2** les autres situés dans la Vacuole et qui possèdent les propriétés de -la nucléine. Mais on ne doit donner qu'une impoVtance très relative à la microchimie, surtout lorsqu'il s'agit d'organismes si petits qui prêtent à tant d'erreurs.
Nous avons vu d'autre part que la distinction établie par Wager entre les granules de matière de réserve (protéine et huile) et le^ granules chromatiques, était inexacte, étant donné que ces granules, sujets à de grandes variations de dimensions et de formes, présentent cependant vis-à-vis du bleu de méthylène les mêmes caractères de métachromasie. Tous ces granules se rattachent donc aux cprpuscules meta-
chromatiques (i), et il est aujourd\hui admis par tous les auteurs qui se sont occupés sérieusement de ces corpuscules que ce sont des corps extra-nucléaires (Zacharias, Palla, Bûtschli, Lauterborn, Kunstler),
s De même la prétendue présence de la nucléine, mise en évidence par Macallum sur les bords
de la vacuole des levures ou dans les nœuds du
protoplasme, ne peut avoir qu'une signification des plus douteuses : quoi qu'en dise Fauteur, il n'y a aucune raison pour que la nucBéine soit la seule substance de la cellule qui puisse contenir des composés assimilés du fer.
Résumé. — On trouve donc une très grande conformité de structure entre le S. cerevisiœ et les moisissures {D. species et O. lactis) que nous avons précédemment décrites. On y remarque en effet:
a" Un noyau (nucléole de Wager) présentant une structure très caractérisée (avec nucléohyaloplasme, granules chromatiques, membrane).
Ce noyau-se divise par amitose;
2° Des granules (granules de Raum, Hiero-
(I) Le protoplasme peut contenir aussi vers la fin du développement quelques globules d'huile provenant d un commencement de dégénérescence. Il y existe enfin les éléments figurés que nous avons rencontrés dans les vacuoles à glycogène.
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nymus, Curtis) très variables par leur forme, qui se rattachent tous aux corpuscules métachromatiques. Ils sont le plus souvent contenus dans l'intérieur des vacuoles (vacuoles nucléaires d'Eisenschitz et de Wager), qui contrairement à Topinion de Wager sont indépendantes du noyau.
Le glycogène paraît se localiser dans des vacuoles distinctes des précédentes, qui se forment au cours du développement.
Dans les cultures âgées, on voit apparaître des globules d'huile que Ton ne doit pas confondre avec les corpuscules métachromatiques. Pendant le développement les vacuoles glycogénîques se fusionnent en une seule vacuole, qui envahit la cellule. Les vacuoles primitives ont disparu ; le protoplasme et le noyau sont déjetés contre la membrane. Les corpuscules métachromatiques sont alors disséminés dans le protoplasme. Vers la fin du développement la vacuole glycogénique disparaît graduellement, la vacuole à corpuscules métachromatiques se reforme et les cellules reviennent à leur état primitif.
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II. — Sporulation
Les phénomènes cytologiques qui accompagnent la sporulation sont encore peu connus.
Ils présentent néanmoins un très vif intérêt, tant par eux-mêmes qu'au point de vue de la classification, La signification des, spore^ endogènes des levures a été, en effet, très diversement considérée ; certains botanistes ont donné à Tappareil de fructification des levures la valeur d'une asque (Reess, de Bary, Hansen), les autres l'ont rapproché des sporanges (Brefeld). Van Tieghen a même attribué la formation des spores à un état maladif du protoplasme qui aurait pour fcause une altération des cellules de levure par les bactéries. L'histologie permet d ^éclairer cette question. Il n'y a guère cepen- . dant que Zalewsky, Raum et Wager qui aient essayé jusqu'ici d'étudier le développement histologique des spores. Aussi avons-nous cru intéressant de suivre de très près ces phénomènes.
Phénomènes protoplasmiques. — Ainsi que nous l'avons déjà dit, nous avons employé pour l'étude de ces phénomènes les cultures sur tranches de carotte. Le développement se montre très semblable à celui que nous avons observé dans le liquide Mayer. Dans
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les premiers stades, la levure est coustituée d'une vacuole renfermant des corpuscules métachromatiques ; ceux-ci (i) sont touJQurs plufe nombreux que dans le liquide Mayer et se fusionnent pour former des sphérules atteignant quelquefois un diamètre supérieur à 2 ja. Dan§ la suite, on assiste à la formation d'ilne vacuole glycogénique, qui envahit toute la cellule.
Vers le troisième ou quatrième jour, cette dernière diminue un peu de volume et la vacuole à corpuscules métachromatiques reparaît sur un des côtés de la cellule. Les cellules renferment alors une très grande abondance de glycogène et de corpuscules métachromatiques, condition qui paraît indispensable à la formation des spores : c'est à ce moment que débutent les phénomènes de sporulation. La vacuole à corpuscules métachro-' matiques, ainsi que la vacuo\e glycogénique se divisent, en gardant ehacune leur contenu, de sorte que «l'on distingue encore des vacuoles à corpuscules métachromatiques et des vacuoles à glycogène. Finalement la cellule devient^ntièrement vacuolaire. Les vacuoles à corpuscules miétachromatiques sont remplies d'une telle
. (i) Laurent a observé que le glycogène était beaucoup plus abondant sur les milieux solides que sur les milieux liquides. Peut-être doit-on rapprocher ce fait de ce que nous constatons pour les corpuscules métai^hroma tiques.
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quantité de granules que leur contour est difficile à observer et l'on ne distingue nettement les mailles du protoplasme qu'après une décoloration prolongée : la cellule apparaît alors comme formée d'un grand nombre de vacuoles de dimensions assez régulières, limitées par des mailles très fines de protoplasme et qui ressemblent aux structures alvéolaires dessinées par Bûtschli chez les bactéries ; les vacuoles à corpuscules métachromatiques pourraient même donner l'illusion d'un corps central. Ces vacuoles sont ordinairement situées vers le centre, ou quelquefois sur un des côtés de la cellule. Ces structures s'observent avec beaucoup de netteté lorsqu'on emploie les colorations au bleu de méthylène ou au bleu polychrome, qui différencient très bien les corpuscules métachromatiques.
Le noyau se trouve parfois sur un côté de la cellule, mais il occupe le plus souvent le centre. Il est toujours en étroite connexion avec les vacuoles à corpuscules métachromatiques, situé, soit sur un côté de ces vacuoles, soit au centre. Quelquefois môme il se trouve complètement masqué par ces vacuoles et se laisse difficilement distinguer. Ce noyau, qui avait toujours gardé sa structure normale, apparaît dès maintenant comme une simple tache sphérique et homogène.
Dissolution des corpuscules métachromatiques. — A ce stade apparaît un phénomène très curieux, et qui est de nature à nous renseigner sur le rôle de ces corpuscules métachroma* tiques. Ces corpuscules quâ jusqu'à ce moment, avaient conservé des dimensions variables et dont quelques-uns étaient très gros, diminuent peu à peu de taille et de uoni|^re. Ils n'apparaissent plus bientôt que sous forme de très petites ponctuations localisées aux bords des vacuoles qui alors prennent une coloration uniformément rouge pâle avec toutes les matières colorantes qui donnent aux corpuscules métachromatiques leur coloratidn rouge caractéris-, tique (hémalun, violet de gentiane) (PL XIÏ, fîg. de 26 à 28), Avec le vert de méthyle, elles peuvent même se colorer en rose violacé. Mais les. meilleures préparations sont obtenue^ à l'aide du bleu de méthylène et surtout du bleu polychrome: avec le bleu de méthylène, les corpuscules apparaissent en rouge violacé et le contenu des vacuoles se colore uniformément en rouge pâle, tandis qu'avec le bleu polychrome les corpuscules se teignent en rouge vif et le contenu des vacuoles en rouge clair. Une telle coloration, qui correspond avec une diminution du nombre des corpuscules méta- • chromatiques, ne paraft pouvoir s'expliquer que par une sorte de dissolution de ces corpus-
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cules dans V intérieur des vacuoles. La présence d'uu coi^tenu acide dans la Vacuole n'expliquerait rien/ car si certaines matières colorantes, telles que l'hémalun, se montrent très sensibles à l'action d^s acides, le bleu de méthylène est incapable de virer au rouge par quelque acide qu'on le traite, et on ne connaît guère jusqu'alors de ^ub^tance (i) autre que celles des corpuscules métachromatiques qui puisse donner à cette matière colorante une pareille teinte.
D'autre part cette coloration rouge se montre toujours avec la plus grande netteté et ne subit pas la nioiiidre variation de nuance, lorsqu'on l'observe au microscope en faisant varier le point. Elle ne peut donc pas être attribuée à une diffraction.
De pareils phénomènes constituent une notion toute nouvelle dans la question des corpuscules métachromatiques. Ils. ont paru en effet échapper jusqu'ici à l'observation de tous ceux qui ont étudié ces corps. Cependant il semble bien que Raum ait aperçu des phénomènes de cet ordre et cela expliquerait comment il a pu admettre que les vacuoles étaient capables à de certains moments de se trans-
(I) Les Mastzellen prennent cependant une coloration rouge violet avec le bleu de méthylène (Voir Hexxegny : Traité sur la cellule, p. *2^i.)
former en grains gporogènes. D'autre part, Krompecher a décrit tout récemment des corps se trouvant localisés au centre des bactéries dans un espace hyalin et qui se colorent en rouge par le bleu de méthylène • Ces corps naîtraient très petits et au moment de leur • différenciation, donneraient à la partie centrale de la ceJhile cette coloration uniformément rouge. Cette coloration ne serait-elle point due au contraire à de semblables phénomènes de dissolution, plutôt qu'à un commencement de différenciation ?
Dmsions nucléaires. — C'est à c^ stade que le noyau commence sa première division. Les mailles protoplasmiques s'épaiksissent autour du noyau, le protoplasme s'y accumule et le noyau se trouve entouré d,'une zonfe protoplasmique qui lui donne un contour légèrement irréguliér ; puis le noyau apparaît constitué de deux petites masses arrondies de forme plus ou moins régulière, ayant même souvent un aspect granuleux et entourées de protoplasme. Ces deux masses s'écartent parfois ftt vont se placer aux deux pôles de la cellule, toujours entourées de protoplasme et réunies par un mince filet protoplasmique, ou se placent dans des endroits variables ; mais le plus souvent elles restent très près l'une de l'autre au centre de la cellule et
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recommencent aussitôt à ae diviser par un procédé analogue (PL III, Rg. de 21 à 3o). Le protoplasme entoure toujours le noyau et possède une assez forte affinité pour les matières colorantes, de telle sorte que les figures de division du noyau sont toujours très confuses et qu'il paraît impossible de se rendre compte du mode suivant lequel elles s'effectuent. D'ailleurs nous ne chercherons pas pour le moment à interpréter ces phénomènes, nous proposant de revenir sur cette question à propos du S. Ludwigii^ qui est particulièrement favorable à cette étude.
Formqtion des spores. — Aussitôt après la dernière division, les noyaux entourés d'une même zone protoplasmique, et généralement très voisins Tun de l'autre, paraissent s'entourer d'une membrane protoplasmique très mince et sombre qui commence à apparaître tout autour du noyau laissant libre pendant quelque temps le côté opposé au noyau, et donnant aux ébauches de spores une forme de calotte qui petit à petit se forme complètement; ainsi limitée, la spore ne tarde pas à s'gntourer d'une zone hyaline qui paraît être l'origine de la membrane cellulosique (PL III, fig. de 3i à 35).
Les spores sont d'abord extrêmement petites ;
elles sont constituées d'une forte membrane, d'un noyau toujours très petit accolé à l'un des côtés de la membrane et d'un protoplasme rayonnant autour de ce noyau et dont les rayons délimitent autant de vacuoles.
Peu à peu ces spores grossissent aux dépens de l'épiplasme; celui-ci se désorganise peu à peu, les vacuoles se fusionnent, les mailles protoplasmiques se résorbent et finalement il ne subsiste plus qu'un liquide cellulaire tenant en suspension du glycogènp, quelques restes de corpuscules métachromatiques, et le liquide provenant de leur dissolution qui lui donne une couleur uniformément rouge avec le bleu de méthylène.
En grossissant, les spores absorbent le glycogène et en accumulent une certaine partie dans leurs vacuoles ; de même on aperçpît un certain nombre de corpuscules métachromatiques paraissant disposés dans les rayons protoplasmiques de ces spores, dont le nombre augmente au fur et à mesure que la spore se gonfle. Il reste cependant assez longtemps quelques débris de corpuscules métachromatiques qui comprimés entre les spores s'accumulent autour de leurs membranes.
A leur maturité les spores ont absoi*bé tout l'épiplasme et se sont gonflées de façon à occuper
tout le volume de Tasque. Il n'existe plus aucune trace de corpuscules métachromatiques en dehors des spores.
Fusion nucléaire. — Janssens et Leblanc avaient observé une division du noyau, s'effectUant quelques heures avant le début des phénomènes de sporulation, dans chaque cellule se préparant à former des spores., Les deux noyaux ainsi formés acquerraient une certaine indépendance, mais resteraient toujours très près Tun de l'autre ; au bout d'un certain temps, ces auteurs auraient observé une refusion de ces deux noyaux en un noyau unique qui aurait renfermé à peu près le double de la-nucléine contenue dans les noyaux ordinaires. Ce noyau ainsi formé ne tarderait pas alors à se diviser dans le but de répartir un noyau dans chacune des spores. Ces auteurs considéraient la fusion de ces deux noyaux comme un acte de sexualité rudimentaire^ ayant une signification analogue aux phénomènes décrits chez les Ascomycètes et les Basidiomycètes par Dangeard et Sapin-TroufTy. L'asqùe serait donc un œuf.
Wager au contraire n'a jamais observé cette conjugaison nucléaire ; il l'attribue à une erreur de Janàsens et Leblanc qui auraient confondu sa çacuole nucléaire avec le noyau. P'après lui.
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cette s^acuole nucléaire se diviserait au moment de la sporulation, et, ce qu'il considère comme le nucléole, se distinguerait peu. Ils auraient observé au début de cette vacuolisation la première division de la çacuole nucléaire^ qui formerait suivant eux les deux noyaux destinés à se conjuguer. Dans les stades suivants le protoplasme serait entièrement vacuolaire et le nucléole si différencierait plus facilement : à ce moment ils auraient donc vu le nucléole et ils l'auraient considéré comme le noyau résultant de la fusion des deux noyaux qu'ils avaient cru bbserver antérieurement (i).
Nous avons suivi avec beaucoup de soin le développement du S. cereçiisiœ cultivé silr carotte depuis le début du développement jusqu'à la formation des spores et jamais nous n'avons aperçu de division du noyau suivie de conjugaison.
Nous avons .observé à ce point de vue toutes les levures que nous étudierons dans la suite et dans aucune nous n'avons constaté les conjugaisons décrites par Janssens et Leblanc. Ceci nous dispensera donc de revenir sur ce sujet.
(i) L'explication de Wager nous paraît exacte , les dessins de Janssens et Leblanc où ils représentent les deux noyaux ne contiennent, en efFet, aucune trace de vacuoles, et les noyaux pourraient bien être des vacuoles à corpuscules métactiromatiques .
GUILLIKRHOND. ti
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Les Saccharomyces s'éloigneraient donc par ce caractère des Exoascées auxquelles beaucoup d'auteurs les rattachent (de Bary, Hansen) ; chez ces dernières, en effet, le noyau de la cellule-mère de Tasque proviendrait d'après Dangeard de la fusion de deux noyaux primitifs.
Germination des spores. — Au moment de la germination, les spores sont très gonflées; elles se moulent à la paroi de l'asque qu'elles occupent en entier, et pressées les unes contre les autres, elles offrent un contour irrégulier, et plus ou moins polygonal. La paroi de Tasque sft déchire ou subsiste suivant les cir constances. Ces spores contiennent ordinairement une seule vacuolfe résultant de la fusion des vacuoles primitives et qui renferme une grande quantité de corpuscules métachromatiques qui se sont développés au fur et à mesure que Tépiplasme a été absorbé. Le glycogène très abondant jusque-là disparaît presque totalement. Un certain nombre de ces spores peuvent entrer en dégénérescence et ne pas se développer ; les autres germent en produisant d'abord un bourgeon, qui généralement est suivi de l'apparition d'un certain nombre d'autres disposés dans des endroits quelconques autour de la spore.
Le bourgeonnement des spores s'effectue de
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la même manière que le bourgeonnement des cellules* végétatives ; ïa vacuole se divise avec le noyau et s'introduit dans chaque bourgeon avec une portion des corpucules métachromatiques renfermés dans là spore. La division du noyau s'accomplit suivant le procédé amitotiquè habituel (PI. III, de 36 à 40).
Il existe donc ici une disparition du glycogène qu'on observe un peu avant la germination ou au moment de la germination, tandis^ que les corpuscules métachromatiques ne paraissent pas être absorbés et pénétrent au contraiî*e dans les jeunes bourgeons. Malgré cela, Tensemble de ce^ue nous avons observé pendant le développement semble bien indiquer qu'il joue le rôle de matière de réserve.
I. — Sagcharomyces Pastorianus I (Hansen
Le S. Pastorianus /, découvert par Hansea dans la poussière de Tair d'une tannerie de Copenhague, ressemble beaucoup à celui que Pasteur a appelé de ce nom dans ses études sur la bière. Les cellules sont ordinairement allongées; il en existe cependant de rondes. Les spores sont petites et n'atteignent que rarement 5 jx. Le plus souvent leur diamètre varie entre 1,5 et 5^5 [X. Leur nombre dans une môme .
cellule varie de un à quatre, mais peut atteindre les chiffres de cinq à dix. Les voiles sont formés de cellules très allongées.
Développement végétatif. — Dans le liquide Mayer, on observe chez cette levure un développement qui ressemble beaucoup à celui que nous venons de décrire pour le S. cerevisiœ.
Lés cellules jeunes ont une forme ovale ou sphérique. Elles possèdent à leur centre de petites vacuoles renfermant quelques corpuscules métachromatiques ; plus tard les vacuoles se réunissent ordinairement en une seule, en môme temps que les corpuscules métachromatiques se développent et augmentent de nombre.
Le noyau est le plus souvent en contact avec cette vacuole et vers le milieu de la cellule. Il atteint environ i ;/. de diamètre et se présente asse^ souvent comme une masse homogène, qu'on emploie pour sa différenciation Thématoxyline au fer ou Thémalun. Cependant, dans les meilleures préparations, il montre une structure analogue à celle que nous avons observée chez le S. cerevisiœ avecun nucléohyaloplasme incolore^ une membrane^ un nucléole et quelques grains de chromatine très irrégulièrement disposés. Très souvent on n'aperçoit que le nucléole (PI. IV, fîg. de 8 à i4).
Le bourgeonnement s'effectue de la même manière que chez le S. cerevisiœ. La vacuole envoie dans le jeune bourgeon un petit prolongement, qui se sépare ensuite de la A^acuole
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mère en gardant une partie des corpuscules métachromatiques.
Le noyau se divise soit en même temps, soit, plus fréquemment, après la vacuole. Sa division s'accomplit par un procédé analogue à celui que nous avons décrit chez la levure précédente.
Sans changer de place, il s'allonge légèrement et se partage en deux portions dont Tune va rejoindre le bourgeon, ou plus souvent il s'allonge beaucoup, gagne l'orifice du bourgeon, se rétrécit et se coupe en son milieu, 'et l'un des deux noyaux fils ainsi formés s'introduit dans le bourgeon.
Au bout d'un certain temps les cellules manifestent une tendance à s'allonger, elles deviennent ovales et se remplissent de glycog^ne ; cependant quelques-unes d'entre elles restent sphériques. Dans les cellules allongées, qui sont de beaucoup les plus nombreuses, le glycogène qui avait d'abord apparu dans le protoplasme se localise ordinairement dans deux vacuoles, situées aux deux pôles de la cellule.
La cellule comprend alors une ou un certain nombre de vacuoles à corpuscules métachromatiques au centre et au voisinage des noyaux, et deux vacuoles glycogéniques aux deux pôles.
Dans les formes sphériques, les vacuoles glycogéniques occupent ordinairement l'un des côtés de la cellule.
Cette structure paraît se conserver pendant longtemps. Le glycogène, moins abondant que dans le S. cereçisiœy reste localisé dans les deux vacuoles polaires, et les vacuoles à corpuscules métachromatiques subsistent pendant tout le développement.
Dans les voiles, le3 cellules sont quelquefois très allongées, mais malgré cela possèdent une structure semblable et on n'observe ordinairement qu'un seul noyau par cellule.
Sporulation. — Pans les premières jphasef?
de la sporulation les cellules prennent un aspect alvéolaire. Le protopl^rsme apparaît alors entièrement formé de petites vacuoles délimitées par des mailles très fines de protoplasme. (PI. XI, fig. de 3 à 6). Il existe toujours deux catégories de vacuoles, les unes, ordinairement disposées au centre de la cellule, qui contiennent une très grande abondance de corpuscules métachromatîques, et les autres, généralement polaires, qui renferment exclusivement du glycogène. Cette vacuolisation effectuée, on voit se produire daps rintérieur des vacuoles à corpuscules métachromatiques le phénomène que nous avons déjà constaté dans la levure précédente : les corpuscules métachromatiques diminuent de nombre et les vacuoles qui les contiennent prennent une couleur rouge pâle avec la plupart des matières coloraptes (PI. XII, fig. de 29 à 38).
Le noyau se trouve presque toujours au voisinage des vacuoles à corpuscules raétachromatiques. Il apparaît sous forme d'une masse sphérique homogène. Le protoplasme s'accumule bientôt autour de ce noyau et c'est à ce moment que ce dernier commence ses divisions successives en vue de la formation des spores.
Cette division se produit delà même manière que dans le .9. cereçisiœ et sans qiVon puisse s'en faire une idée exacte. Les noyaux fils vont se placer aux pôles delà cellule ou restent très prochQp les uns des autres^ *
Les spores naissent comme dans le S. cereçisiœ; elles apparaissent d'abord sous forme de très petites masses de forme irrégulière contenant chacune un noyau et se délimitant par une bordure protoplasmique sombre qui commence à naître au voisinage du noyau, pour se fermer ensuite dans sa région opposée; puis elles s'enveloppent bientôt d'une zone hyaline, qui marque le début de la formation de la membrane cellulosique (PI. IV, fig. de i5 à 21).
,Les spores formées sont constituées d'un très petit noyau accolé à l'un des côtés de la membrane et d'un protoplasme rayonnant autour de ce noyau. Au fur et à mesure qu'elles grossissent, elles absorbent l'épiplasme, qui se désorganise et se transforme en un liquide cellulaire contenant du glycogène, la substance qui se
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colore en rouge et quelques restes de corpuscules métachromatiques qui diminuent de plus en plus et finissent par disparaître complètement.
Une fois mûres, les spores sont très grosses et occupent tout le volumei de Tasque.
Leur germination présente les mêmes caractères que le S. cereçisiœ et ne diffère pas du bourgeonnement normal des cellules • végétatives (PL IV, fig. de aa à lîS).,
IL — Saccharomyces Ellipsoideus I
(Hansen)
Le S. ellipsoideus I est une levure à fermentation basse, trouvée par Hansen sur des raisins mûrs dans les Vosges; il ressemble beaucoup au S. ellipsoideus de Reess et de Pasteur. Ses formes,* d'i^rdinaire elliptiques, peuvent devenir rondes ou même s'allonger en boudins.
Les spores atteignent tm diamètre compris entre 2 et 4 (^- l^eur nombre varie entre i et 4*
Les voiles renferment des* cellules très allongées. '
Déi^eloppement végétatif. — La structure du
S. ellipsoïdéUs diffère fort peu de celle des précédentes levures. Il existe, dan» les premières phases du développement, plusieurs petites vacuoles contenant un nombre variable de corpuscules métachromatiques. Ces vacuoles grossissent et se fusionnent, constituant alors une grosse vacuole occupant le centre de la cellule.
Le noyau, ordinairement accolé à cette vacuole^ possède une structure très visible dans les bonnes préparations avec nucléoplasme limité par une membrane^ nucléole et granules chromatiques (PL III, fig. de 4i à 48 et PL IV, fig. I, 2, 3).
Le bourgeonnement se produit suivant le même procédé que dans les levures que nous venons d'étudier. La division du noyau s'effectue toujours par amitose.
Le glycogène se montre en bien moindre abondance que dans les levures précédentes et se localise dans de petites vacuoles naissant à des endroits indéterminés de la cellule. Dans lés cellules allongées, on peut retrouver la disposition que nous avons observée chez le S. Pastorianus aveiî une vacuole centrale à corpuscules métachromatiques et ^ deux vacuoles polaires renfermant le glycogène.
Sporfilation. — Les spores sont difficiles à obtenir dans les cultures sur tranches de carotte:
•au contraire elles se forment très rapidement sur les blocs de plâtre •
Les phénomènes histologiques de la sporulation ne diffèrent pas de ceux que nous avons observés jusqu'ici.
On remarque encore une vacuolisation du protoplasme et Ton distingue des vacuoles renfermant du glycogène, et des vacuoles à? corpuscules métachromatiques, ' dans lesquels on observe à certains moments des phénomènes de dissolution.
La division du noyau et la formation des spores se produisent de la même façon, ainsi que le montrent nos figures (PL IV, fig. de 4 à 8 et PL Xn, fig, de Sg à 43),
IIL — Saccharomyces subcutaneu»
TUMEFACIENS (CuRTIs)
Cette levure fut découverte, il y a quelques années, par Gurtis dans certaines tumeurs malignes. Elle ne diffère pas des levures ordinaires. Les cellules ont une forme sphérique. La membrane peut, lorsque la levure vit en parasite d^ns les tissus, donner lieu à des formations capsulaires, comme cela existe chez la plupart des levures pathogènes.
Curtis a éherché à observer la structure de cette levure ; il signale^ comme nous l'avons vu, la présence de deux catégories de granules disséminés dans le protoplasme ; les uns, qui se colorent intensivement par le vert de méthyle, sont considérés par lui comme des granules de chromatine; les autres sont très réfringents et ne se colorent pas ; ce seraient des globules d'albumine jouant le rôle d'e produits de réserve. Le noyau serait donc diffus dans le protoplasme.
Le S. tumefaciens nous a montré dans ses cellules, au début du développement, uii certain nombre de petites vacuoles, renfermant chacune quelques granules métachromatiques que Curtis a pris pour des grains de chromatine. Nous avons toujours observé en outre un noyau qui se colore facilement par l'hématoxyline de Heidenhain et par l'hémalun. Il est toujours très petit et se présente sous l'aspect d'une masse sphérique et homogène enveloppée parfois d'une zone hyaline de nucléoplasme(Pl. IV, fîg. 26, 27 et 28).
Ce noyau se divise par le procédé habituel.
Tantôt, il se partage, en s'étranglant, en deux petites masses, dont l'une reste à sa position primitive et dont l'autre se dirige dans la nouvelle cellule, tantôt il s'allonge, pénètre dans le col du bourgeon et s'y sépare en deux portions.
l^e glycogène est toujours rare dans les cellules du 5. tumefaciens^ même dans les milieux les plus favorables à sa formation. Il apparaît, lorsqu'il existe, dans le protoplasme qu'il imprègne, mais il ne semble pas se localiser dans les vacuoles.
Vers la fin du développement on observe souvent la formation de gouttelettes réfringentes répondant probablement aux granules albuminoïdes de Curtis, et qui nous paraissent être des globules d'huile.
IV. — Saccharomyces anomalus (Hansen
Hansen a désigné sous ce nom une curieuse espèce rencontrée dans une levure impure d'une brasserie de Bavière. Elle a des cellules petites, ovales, quelquefois allongées et ses formes générales se rapprochent plus des Torulas que des Saccharomyces.* Elles forment à la surface du liquide des voiles analogues à ceux du S. membranœjaciens. Au bout de quelques jours, tant dans ce voile que dans les cellules du fond, se développent des spores qui ont une forme très caractéristique. Elles ont l'aspect de chapeaux formés d'une demi-sphère reposant sur une membranes épaisse, qui les
déborde. Il y a dans chaque .cellule mère de deux à quatre spores. Leur diamètre est de a à 3 (A. Cette forme de spores ressemble beaucoup à celle de VErtdomyces decipiens^ avec lequel du reste Hansen et Barker ont rapproché cette levure.
Développement çégétatif. — Au commencement du développement, le S. anomal us contient plusieurs vjicuoles disséminées dans un protoplasme très dense; le plus souvent il en existe deux situées au voisinage des deux pôles de la cellule. Ces vacuoles renferment un certain nonjbre de corpuscules métachromatiques d'abord très petits, qui se fusionnent dans la suite pour constituer quelques sphérules de taille moyenne.
Le noyau est placé soit à Tune des extrémités de l|i cellule, soit plus ordinairement au milieu. Il se trouve quelquefois en contact avec l'une des vacuoles ou pressé .entre les deux vacuoles, mais il en est très souvent séparé.
Ce noyau est un petit corps sphérique d'environ 0,8 [X de diamètre, constitué d'un chromablaste entouré d'un nucléoplasme incolore. Dans quelques cas on distingue une membrane enveloppant le nucléoplasme (PI. IV, fig. de 29 à 35).
La division se tait presque toujours par un partage du chrbmoblaste; em deux masses égales, analogue à celui que nous avons penconjré dans le D. species et VO. lactis.
On remarque souvent ,que les bourgeons naissent très près des noyaux et il pourl»ait exister dans cette levure certaines liaisons entre la position du noyau et celle dés bourgeons, mais il y a cependant de nombreuses exceptions.
Au cours du développement, il se forme tm certain nombre de vacuoles renfermant du glycogène.et disposées soit aux deux pôles de la cellule^ soit au centre entre deux vacuoles à corpuscules métachromatiques.
Sporulation. — Dans la sporulation, on remarque comme toujours une vacuolisation du protoplasme etune spécialisation en vacuoles à glycogène et vacuoles à corpuscules m^tachromatiques ; celles-ci occupent ordinairement le centre de la cellule, les premières sont surtout situées à ses extrémités.
Oji observe à un stade ultérieur les mêmes phénomènes de dissolution de corpuscules metachromatiques^ que nous avons toujours rencontrés jusqu'ici au début de la sporulation et qui se manifestent par de très belles colorations rouges des vacuoles (PL XII, fig. de 47
à 49). L^ noyau apparaît sur un des côtés de la cellule, appuyé •coiitre la metobrane et en contact avec les vacuoles à corpuscutes métachromatiques. Le protoplasme se condense autour de ce noyau, puis^ commencent la division du noyau et la formation des spores qui paraissent s'accomplir suivant le procédé normal. Les spores naissent en des endroits très variables; soit au centre, soit plus souvent aux deux pôles de la cellule. Elles apparaissent comme d^ordinâire en forme de petites calottes concaves et irrégulières dans leur concavité (PL IV, fig. 36, 37 et 38).
V. — - SaCCHAROMYCES MEMBRAN^FACIENS
(Hansen)
Ce Saccharomyces a été découvert par Hansen dans les exsudations gommeuses des racines d'orme. Il se rapproche des Mycodermes par ses propriétés physiologiques et par sa propriété de former à la surface du moût de bièrç un voile gris, luxuriant, composé principalenrent de cellules allongées en forme de boudins. Mais il se rapproche des levures de Hansen par sa grande •richesse en endospores qui se développent non seulement sur les cultures sur
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plâtre, mais aussi dans les voiles. Les asques sont en général allongés, avec deux spores sphériques ou ovales mesurant ^^5 [/- dans le plus long diamètre.
Développement végétatif. — Cette levure se présente, dans ses premières, phases de développement, sous forme de cellules longues, à protoplasme homogène, creusé ordinairement de deux vacuoles, qui renferment un grand nombre de corpuscules métachromatiques offrant souvent par leur ensemble des aspects réticulés ; dans la suite, ces corpuscules métachromatiques se fusionnent, grossissent et apparaissent sous forme de deux ou trois sphérules placées au centre de chaque vacuoles.
Le noyau est généralement au centre de la cellule. Parfois il se trouve comprimé entre les deux vacuoles et prend une forme discoïdale, mais très souvent il est complètement séparé de celles-ci.
Ce noyau se rapproche beaucoup par sa dimension et sa structure de celui que nous avons observé dans le S. anomalus. 11 est formé d'un chromoblaste entouré d'un nucléohjyaloplasme incolore^ limité par une membrane que, seules, les meilleures préparations permettent de distinguer (PI. IV, lig. 89, ^o et ^1).
La division de ce noyau se fait aussi par un
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partârge transversal du chromoblaste en deux parties égales.
Au bout de vingt-quatre heures, on voit se former une ou deux vacuoles glycogéniques occupant des positions variables dans la cellule^
Sporulation* — Au moment de la sporulation, le protoplasme se vacuolise entièrement et les cellules apparaissent formées d^un groupe de vacuoles à corpuscules métachromatiques placé au milieu de la cellule et deux groupes polaires de vacuoles glycogéniques*
A un stade plus avancé, les corpuscules métachromatiques diminuent de nombre et les vacuoles qui les contiennent prennent, avec les matières colorantes, une coloration rouge indiquant leur dissolution (PL Xll, fig. 44^ 4^ ^* 4^)*
La division du noyau est difficile à étudier, étant donnée la petite taille des cellules. Elle paraît toutefois s'effectuer comme dans les cas précédents. Les spores naissent au milieu de la cellule et se forment par le procédé habituel (PL IV, fig. 42 et 43).
VL — Résumé
Nous avons observé dans ce chapitre un certain nombre de levures (S. Pastorianus,
S. ellipsoïdeus, S. subcutaneus tumefaciens^ S. membrànœfaciens, S. anomalies J^ et nous avons retrouvé chez ces levures une structure correspondante à celle que nous avons décrite chez le S. cerevisiœ.
On y distingue en effet un noyau, formé tantôt d^m nucléoplasme^ d'un nucléole et de grains de chromatine, tantôt d'un nucléoplasme et d'un chromoblaste^ et des vacuoles renfermant des corpuscules métachromatiques en plus ou moins . grande abotidance . Le < glycogène se répartit dans les vacuoles distinctes.
La division du noyau s'effectue, soit par amitose typique^ soit par un partage transversal , du chromoblaste, analogue à celui que nous avons décrit chez les moisissures.
Les phénomènes de sporulation s'accomplissent de la même manière que chez le S. cereçisice et commencent toujours par une vacuolisation du protoplasme suivie d'une dissolution des corpuscules métachromatiques dans l'intérieur des vacuoles qui les renferment.
CHAPITRE V
Saccharomyces Ludwigii (Haasen)
Cette espèce fut rencontrée par Ludwig avec un certain nombre de microorganismes dans les suintements muqueux de chênes vivants et d'autres arbres. Elle fiit considérée par cet observateur comme ' une forme levure de V Oïdium Magniusii^ qu'il avait découvert sur les mêmes produits.
Hansen réussit à l'isoler et à démontrer son indépeîidance de VO. Magniusii.
Les cellules du S. Ludwigii sont très variables ' de dimensions et de formes ; elles peuvent être elliptiques, allongées, en forme de bouteille ou même de citron.
Les spores se forment très facilement et même dans les voiles. Elles sont d'ordinaire au nombre de 3 à 4 par cellule, parfois de 6 à 8. Elles pos-
sèdent un diamètre variant de 3 à 4 !^- Leur germination présente un caractère spécial que nous étudierons dans la suite.
' Hansen a signalé dans cette même espèce un caractère curieux que nous retrouvons d'une manière plus accusée encore chez les Schizosaccharomyces : dans une série de cultures de cette espèce, il est arrivé à séparer des cellules qui fournissentfacilement des spores de celles qui n'en donnent* pas et à isoler deux variétés : Tune conserve sa facilité à fournir des spores ; l'autre la perd et ne la retrouve pa# même lorsqu'on la reporte dans les conditions les plus favorables à la formation des spores.
* I^ variété asporogène possède des cellules très allongées, formant des rudiments de mycélium ayant une certaine ressemblance avec un Oïdium.
I. — Structure et développement végétatif
Cultivé dans le liquide Mayer, le S. Ludwigii présente un protoplasme homogène et un certain nombre de petites vacuoles, placées au centre de la cellule, qui quelquefois se multiplient, augmentent leur volume, et donnent au protoplasme un aspect alvéolaire. Mais dans la plupart des cas, elles se fusionnent très vite
pour constituer une unique vacuole occupant toute la partie médiane de la cellule. Ces vacuoles renferment, comme chez les autres levures, des corpuscules métachromatiques de nombre et de dimensions très variables : ils sont d'abord très petits et très nombreux, et présentent par leur ensemble Taspect d'un fin réticulum; dans la suite ils se fusionnent pour former de grosses sphérules (PL XI, fig. de i5 à 21).
Le noyau se différencie difficilement. Il est ordinairement assez petit par rapport à la cellule et se» montre sous l'aspect d'une masse sphérique et homogène, d'environ i a de diamètre, située soit au centre, soit sur un côté de la cellule, et souvent proche de la vacuole.
Rarement on aperçoit les détails de sa structure. Cependant on réussit quelquefois à mettre en évidence un chromoblaste^ un nucléohyaloplasme incolore et une membrane délimitante.
Ce noyau est toujours imique dans chaque cellule, même dans les voiles.
Le bourgeonnement s'effectue par un mode un peu différent de celui des autres levures ; la cellule mère émet à l'une de ses extrémités une proéminence assez largue, qui grossit et qui ayant acquis un certain développement, se sépare du reste de la cellule par un léger étranglement et par la formation d'une cloison séparatrice. Il y a là^ comme l'a fait remarquer
Schiœnnîng, un mode de division intermédiaire entre le bourgeonnement typique des levures ordinaires et le cloisonnement des Schizosaccharomyces. En dehors de cette distinction morphologique, les phénomènes histologiques ne diffèrent pas de ceux qu'on observe dans le bourgeonnement ordinaire des Saccharomyces.
Une partie de la vacuole pénètre dans le bourgeon avec un certain nombre de corpuscules métachromatiques et la vacuole se sépare ensuite de ,1a cellule mère. Le noyau accompagne ou suit ce phénomène. Sa division se produit indifféremment selon les deux modes que nous avons rencontrés jusqu'ici: tantôt il s'allonge, introduit Tune de ses extrémités dans le }eune bourgeon, s'étrangle et se coupe à son milieu, se séparant ainsi en deux portions dont l'une devient le noyau de la cellule fille ; tantôt il se scinde transversalement en deux moitiés ayant quelquefois la forme de demi-disques, entourés d'abord d'une même gaine nucléoplasmique qui se sépare ensuite (PL IV^ fîg. de 44 ^ 47 ^^ PL IX, fig. de 12 à i4). Seules les meilleures préparations permettent de se rendre compte de ce dernier mode.
Janssens et Leblanc ont au contraire décrit chez cette levure une division plus compliquée, avec fuseau achromatique et plaque équatoriale, qui serait d'après eux une cinèse rudimentaire.
Il est probable que ces auteurs ont observé à la fois 'la division du noyau et celle de la vacuole ; cette dernière, en effet, dojine lieu, lorsque les corpuscules métachroniatiques sont colorés, à des figures qui rappellent un peu la karyokînèse; ils auraient donc confondu ces deux phénomènes.
Au cours du développement on voit naître dans le protoplasme un certain nombre de vacuoles où vient se localiser le glycogène, jusqu'alors disséminé dans le protoplasme spus forme de petites taches. Le plus souvent, il se forme deux vacuoles occupant les deux pôles de la cellule. •
A * cet état, la cellule * est donc constituée d^une vacuole centrale à corpuscules métachroniatiques, d'un noj-au presque toujours en contact avec cette' vacuole et de deux vacuoles glycogéniques souvent très grosses situées aux deux extrémités de la cellule. Nulle part ailleurs, cette localisation du glycogène et des corpuscules métachromatiques dans des vacuoles distinctes ne s^observe aussi bien; elle paraît tenir à une spécialisation dans les fonctions physiologiques du protoplasme. Toutefois, lorsque le glycogène est très abondant dans les cellules, il peut en pénétrer un peu , dans la vacuole centrale, mais dans ce cas il n'y existe jamais qu'en très faible quantité et ordi-
nairement sous forme de petits granules. A l'état frais la vacuole centrale se distingue très nettenijent par sa forte réfringence, tandis que les vacuoles glycogéniques faiblement réfringentes s'aperçoivent plus difficilement. Les matières colorantes (hématoxyline de Heidenhain^hémalun, violet de gentiane, bleu de méthylène, vert de méthyl) laissent la vacuole centrale absolument incolore, alors que les vacuoles polaires prennent une teinte diffuse avec parfois quelques petites granulations faiblement colorées, analogues à celles que nous avons signalées à propos du ^S. cereçisiœ.
Les doubles colorations au vert de méthyle et à l'iodo-iodure de potassium donnent de très bonnes préparations (PI. XI, fig. 22 et 33).
Cette conformation qui est la plus ordinaire est cependant sujette à quelques variations.» C'est ainsi qu'il ne se forme quelquefois qu'une seule vacuole à l'un des pôles de la cellule. Dans le cas où la cellule a une forme presque sphérique, il peut naître une ou plusieurs vacuoles glycogéniques à un endroit quelconque.
Lorsque le glycogène est en très grande quantité, les deux vacuoles polaires sont capables de prendre des dimensions considérables et les vacuoles à corpuscules métachromatiques setrouivent alors très réduites, comprimées de part et d'autre par ces deux vacuoles glycogéniques.
Parfois aussi dans les cellules âgées toutes ces vacuoles se fusionnent pour constituer une unique vacuole occupant toute la cellule, contenant un peu de glycogène et quelques corpuscules métathromatiques localisés tout autour de la vacuole. C'est généralement ce qui se produit, en même temps que le protoplasme se transforme en globules d'huile, lorsque les cellules commencent à entrer en dégénérescence.
Souvent enfin les corpuscules métachromatiques au lieu de se localiser uniquement dans une vacuole centrale, peuvent naître à différents endroits de la cellule et notamment aux deux pôles et on voit parfois des vacuoles renfermant ces corpuscules alterner avec des vacuofes à glycogène. Cela s'observe surtout dans les cellules très allongées et dans les voiles. D'aU- *leurs il est inutile d'insister plus longtemps sur ces variations purement accidentelles et qui n'ont aucune importance (i)(Pl. XI, fig. 17 et 2i).
Cette structure se conserve généralement pendant très longtemps et contrairement à ce qu'on observe chez le S. cereçisiœ^ le glycogène paraît subsister souvent même après la fermentation.
(i) DucLAux {Traité de Microb,, t. I, p. iSa et t. III, p. 125) attribue les différents aspects que montre le protoplasme des levures à des phénomènes de plasmolyses temporaires. Ce seraient des phénomènes de eoa^lation qui conduiraient à des figures diverses suivant les circons-* tances. Il serait difficile d'en faire des détails anatomiques.
II. — Sporulation
Le S. Ludwigii offre une très grande facilité pour l'étude histologîque delà sporulation, soit par les dimensions relativement grandes de ses cellules, soit par la disposition de ses spores ; celles-ci, au lieu de naître dajis un môme endroit de la cellule, se forment presque toujours à ses deux pôles et permettent de se rendre mieux compte de leur mode de formation.
Les spores se produisent très facilement dans les cultures sur tranches de carotte. La multiplication y est d'abord assez abondante et la sporulation commence au bout de deux à trois jours. Le développement y suit une marche semblable à celle que nous venons d'observer dans le liquide Mayer^
Phénomènes protoplasmiques. — La Jevure, primitivement formée d'un protoplasme homogène avec une vacuole centrale renfermant un certain nombre de corpuscules métachromatiques, se remplit peu à peu de glycogène qui se localise dans l'intérieur de deux vacuoles polaires (PL XI, lig. 24). C'est à ce stade qu'on observe le début des phénomènes protoplasmiques, qui précèdent la sporulation. Le noyau reste unique et il n'existe pas de conjugaison' nucléaire. Les corpuscules métachromatiques et
le glycogène deyîenneut très abondants et les vacuoles se divisent en un très grand nombre de plus petites, mais le contenu ne se modifie pas; il existe toujours deux catégories de vacuoles, les unes contenant des, corpuscules métachromatiques, les autres étant imprégnées de glycogène. Les premières sont au nombre de cinq à six, quelquefois plus ; elles sont ordinairement disposées au milieu de la cellule, quelquefois à
Tune de ses extrémités, rarement elles consti-
tuent plusieurs groupes disséminés à certains endroits de la cellule. Les vacuoles glycogéniques restent localisées aux deux pôles de la cellule.
Le noyau est toujours en contact avec les vacuoles à corpuscules métachromatîques dont Tensemble représente sçins doute les granulations signalées par Wager autour du noyau, au début de la sporulation ; rarement il occupe le centre de la cellule et se trouve entouré parles vacuoles, qui parfois empêchent de le distinguer; mais le plus souvent, il est sur l'un des côtés, accolé à la membrane.
Les vacuoles centrales sont d'abord remplies d'une quantité considérable de corpuscules métachromatiques réunis les uns à côté des autres, débordant quelquefois sur le proto- •plasme, et masquant le contour du réseau très fin qui les entoure. Les vacuoles glycogéniques
sont de leur côté très mal délimitée»^ remplies d'ua contenu qui prend vis-à-vis des colorants une teinte diffuse un peu plus claire seulement que le protoplasme qui les entoure. L'interprétation de cette structure n'est pas toujours facile ; néanmoins on s'en rend très distinctement compte lorsqu'on colore soit au bleu de méthylène, ou à l'hémalun, et qu'on lave très longtemps de fa*çon à décolorer en partie les corpuscules métachromatiques : on distingue dans ces conditions une très grande quantité de petites vacuoles de formes à peu près régulières, alvéolaires, limitées par des mailles protbplasmiques très f\nes. , Il existe donc à ce moment une structure à^ aspect ahéolaire^ présentant d'une part des vacuoles à corpuscules métachromatiques localisées au centre, et d'autre part des vacuoles à glyooffène. On ne peut moins faiçe ici encore que de rapprocher cette structure de celle observée par certains auteurs chez les bactéries avec un corps central; alvéolaire contenant une certaine quantité de corpusculefs métachromatiques et une zone corticale également alvéolaire, mais ordinairement dépourvue de corpuscules métachromatiques (Zachariàs^ Palla, Nadson, Bûtschli).
Dissolution •des corpuscules métachromatiques. — On assiste, à un stade un peu plus
avancé, à des phénomènes de dissolution des corpuscules métachromatiques analogues à cçux que nous avons constatés chea les levures précédemment étudiées et qui expliquent que Wager ait décrit une disparition de ses grains de chromatine qui selon lui étaient absorbés parle nucléole. La plupart de ces corpuscules métachromatiques diminuent de taille et de nombre et n'apparaissent plus guère que soûs forme de très petites ponctuations, surtout localisées à la périphérie des vacuoles, tandis que toutes les vacuoles qui les renfermaient se colorent uniformément en rouge clair avec les matières colorantes qui donnaient à ces corps leur couleur spécifique. Dans aucune levure, cette dissolu-» tion n'est aussi caractéristique, et il est particulièrement intéressant de retrouver toujours ce même phénomène précédant la formation des spores dans toutes les levures que nous avons étudiées. Il y a donc beaucoup de raisons pour penser que la substance ainsi dissoute est absorbée en môme temps que le glycogène, avec lequel elle est toujours associée, et sert pour la construction des spores. La pJanche XI, fig. de d5 à u6 et la planche XII, fig. de i à u5 montrent tous les stades de dissolution de ces corpuscules métachromatiques qui ont été suivis très soigneusement et colorés avec le bleu de méthylène.
Phénomènes nucléaires. — A ce moment la cellule se clarifie par suite de la dissolution des corpuscules métachromatiques, et le réseau protoplasmique se laisse mieux distinguer.
Le noyau se différencie très visiblement, même avec le bleu de méthylène (PI. XI, fig. de ii5 à 4^)- Il conserve sa position soit centrale soit périphérique et possède toujours sa forme sphérique et homogène, mais il ne tarde pas à s'entourer d'une ione protoplasmique à contour plus ou moins irrégulier, destinée à former les spores et que nous pouvons appeler plasme sporogène.
Cette condensation paraît se produire par un épaississement.et un resserrement des mailles du protoplasme au voisinage du noyau. Les mailles du protoplasme du reste de la cellule deviennent alors très ténues et il est souvent ditïicile de les apercevoir. A l'état frais, la cellule ne montre qu'un énorme espace hyalin et un îlot protoplasmique placé sur un des côtés àfi la cellule et qui représente le noyau et la condensation du protoplasme. On ne distingue jamais le réseau protoplasmique et l'on s'explique ainsi les observations de Zalewsky. Cet auteur ayant suivi en gouttelette pendante le processus de la sporulation chez le S. ellipsoïdeus, remarquait d'abord une vacuolisation du protoplasme et ensuite une fusion
des vacuoles formant une unique vacuole centrale, qui occupait toute la cellule ; le ^rtoto-. plasme, réduit à une mince couche pariétale, s'épaississait à certains endroits pour donner naissance aux spores.
Dmsions nucléaires. — C'est à ce stade que commence la première division nucléaire. Le noyau se trouve donc au milieu de la cellule ou plus fréquemment appuyé contre un côté de la membrane et se montre comme une masse sphérique, entourée d'une zone de protoplasme possédant une vive affinité pour les colorants.
Pour étudier cette division qui présente de sérieuses difficultés d'observation, nous avons essayé un très grand nombre de procédés, sans parvenir à en trouve^* un seul qui puisse nous renseigner suffisamment sur* le mode suivant lequel elle s'accomplit. Les méthodes à la nigrosine et au carmin ou au violet de gentiane employées j)ar Wager nous ont fourni , des résultats intéressants, mais nous avons obtenu de meilleures préparations avec l'hématoxyline de Heid,enhaîn, l'hémalun et le bleu de méthylène ou le bleu polychrome, les deux premiers s'employaient après fixation à l'acide picrique, les deux autres, permettant d'observer à la fois le noyau et les corpuscules
métachromatiques, étaient utilisés sur des cellules fixées à l'alcool à 95\
Le noyau 'commenîîe par se diviser en deux masses plus ou moins régulières, très colorées et entourées d'une même zone de plasme sporogène. A un stade ultérieur, on voit les deux noyaux ainsi formés et toujours réunis par dû plasme sporogène s'éloigner et émigrer dans un endroit variable de la cellule* Le plus souvent ils se, dirigent aux deux pôles^ en parcourant la cellule soit en oblique, soit en longueur s'ils sont primitivement placée au centre, ou souvent aussi en restant accolés à la membrane et en suivant son contour (PL V, fig. de i4 à 33).
On distingue donc deux noyaux occupant chacun l'un des pôles, entourés d'une zone de plasme sporogène à contours irréguliers et réunis l'un à l'autre par un mince filet de ce même plasme. Arrivés à ces deux extrémités de la cellule, les deux noyaux recommencent aussitôt à se diviser et l'on voit alors à chaque pôle deux masses nucléaires entouréps de plasme sporogène, d'abord très rapprochées l'une «le l'autre et qui ensuite s'écartent légèrement; c'est à ce nombre que s'arrête ordinairement la division, le chiffre typique des spores étant de quatre. Aussitôt après apparaissent les premières ébauches des spores. Ce type de division est le
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plus général; il existe cependant quelques variations. Très souvent le noyau accolé à Tun des côtés de la membrane* donne en se divisant deux noyaux fils, dont Fun conserve sa position primitive et dont l'autre traverse la cellule pour se placer à l'extrémité opposée, et c'est alors sur ces deux extrémités latérales que s'effectue la seconde division et la naissance des spores. Exceptionnellement les trois divisions s'accomplissent sur place et comme dans les levures précédemment étudiées, les quatre noyaux IÎI3 peuvent rester très près l'un de l'autre entourés d'une même gaine de plasme sporogène(Pl. V,fig.27);les spores se produisent ainsi sur un même côté de la cellule et dans un espace très resserré. On ne remarque que très rarement des figures de la seconde division se croisant, comme les a décrites Wager.
Dans les préparations colorées au bleu de méthylène ou au bleu polychrome, les mailles du protoplasme limitant les vacuoles apparaissent très fines avec une teinte bleu pâle; le plasme sporogène forme au début de la division une masse irrégulière, accolée à la membrane et reliée aux mailles protoplasmiques sur son côté libre par de fins trabécules ; il est très coloré et se détache nettement du reste de la cellule. Le noyau s'aperçoit assez confusément comme une masse un peu plus
fortement teinte. Tout autour du plasme sporogène et du noyau, les vacuoles prennent une teinte uniformément rouge avec quelques corpuscules métachromatîques colorés en rouge intense ou violet. Plus tard on remarque à chaque extrémité de la cellule une zone de plasme sporogène contenant Tune et l'autre un noyau et réunies par un mince filet protoplasmique, le tout coloré en bleu sombre; quelques corpuscules métachromatiques sont adhérents aux deux masses de plasme sporogène et quelquefois au trabécule qui les unit (PL XI, fig. de 43 à 46 ^t PL XII; fig. de I à 4)- Lorsqu'on examine les cellules à l'état frais, on observe, en effet, une cellule d'aspect vacuolaire, hyaline, contenant à ses deux pôles deux masses plasmiques peu visibles et réunies par un trait d'union mais entourées de granules réfringents, ce qui avait fait penser à certains auteurs que les spores naissaient par condensation de ces granules (de Bary). En réalité ce ne sont que des restes de corpuscules métachromatiques non dissous, qui viennent se rassembler autour des spores.
Dans des stades plus avancés chaque masse plasmique des deux extrémités laisse apercevoir deux noyaux très rapprochés l'un de l'autre et provenant de la deuxième division.
Les colorations au violet de gentiane et à l'hémalun donnent des résultats très sem-
blables. Cependant Thémalun a l'avantage de coloreiî pins distinctement les mailles du protoplasme limitant les vacuoles et donne parfois ^e très belles structures alvéolaires (PL V, • fîg. de 37 à 41).
Avec rhématoxyline de Heidenhain, tout Tensemble de la cellule reste à peu près incolore, on distingue seulement çà et là quelques fragments des mailles protoplasmiques, mais le plasme sporogène se colore intensivement et d'une manière uniforme (PI. IV, fîg. de 48 à 5o et PI. V, fig. de I à i3). Ce n'est que lorsqu'on a soumis les préparations à une longue décoloi^ation à l'alun de fer que l'oii aperçoit les noyaux (PI. V, iig. de i4 à 33). Le plasme sporogène prend alors* une teinte grise et les noyaux se colorent en noir intense et se distinguent mieux qu'avec tous les autres colorants.
Les figures que noua représentons s'écartent un,peu de celles de Bouin qui paraît n'avoir vu qu'une partie du phénomène. Elles ressemblent beaucoup, au contraire, à celles des autres observateurs (Buscalioni, Janssens et Leblanc, Wager). Ces auteurs envisagent tout Tensemble de ce que nous avons désigné sous le nom de plasme sporogène comme constituant une figure de division nucléaire.
Buscalioni v voit un mode de division rappelant par certains côtés la karyokinèse.
Janssens et Leblanc précisent davantage et décrivent une karyokinèse avec deux masses chromatiques (les deux masses polaires du plasme sporogène) dont on ne distingue pas les chromosomes, réunies par un fuseau achromatique avec parfois une plaque équatoriale.
Wager admet également l'hypothèse d'une division voisine de la karyokinèse avec deux masses chromatiques reliées par un fuseau achromatique. Il distingue même quelquefois un groupement de petits granules aux deux extrémités de la figure : ce seraient les chromosomes.
Notre opinion est un peu différente de celle de ces auteurs : nous ne pensons pas que l'on . doive rapporter tout ce qui est décrit par eux à une division nucléaire. Il est extrêmement difficile de se rendre compte de ces phénomènes e^ il nous paraît impossible d'en donner une interprétation aussi précise. Les figures observées sont quelquefois volumineuses, de beaucoup plus grandes que le noyau primitif et d'une dimension surtout exagérée lorsqu'on considère l'extrême petitesse du noyau des spores et la petite taille de celles-ci. De plus, il existe une certaine irrégularité dans le prétendu fuseau; très souvent on y distingue des travées latérales; elles montrent simplement que le plasme sporogène est toujours en communica-
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tion avec les mailles des vacuoles et c'est probablemeîit ce que Janssens et Leblanc ont décrit à tort comme une plaque équatoriale.
^D'ailleurs il faudrait admettre que le fuseau achromatique puisse persister pendant la seconde division et même après la formation des spores, car, ainsi que nous le verrons, les quatre spores déjà formées et enveloppées de leur membrane restent souvent réunies pendant quelque temps par ce trait d'union plasmique ; souvent aussi cettç bride plasmique se brise à son milieu et les deux groupes de spores possèdent chacun une sorte de prolongement dirigé vers le centre. Néanmoins, on rencontre certains cas où le trabécule plasmique qui relie les deux masses nucléaires présente une apparence de striations et offre un peu l'aspect d'im fuseau achromatique. D'autre part, il existe certaines figures ou les noyaux ont une forme irrégulière et granuleuse qui pourrait peut-être bien indiquer une karyokinèse. On pourrait ^ donc avoir une division indirecte et une partie de ces figures devFait peut-être être considérée comme inhérente à cette division. Toutefois il est certain que s'il y a vraiment une karyokinèse, il existe en même temps du plasme sporogène et un fuseau achromatique plus ou moins confondus dans ces stades.
Ainsi dans cette levure de même que dans
toutes les précédentes, on aurait une division simultanée du noyau et d'une partie condensée de plasme sporogène aggloméré autour du noyau qui peut-être contiendrait aussi un fuseau achromatique. Il est donc impossible de se faire une idée exacte du mode suivant lequel s'effectuent ces divisions nucléaires.
Formation des spores. — Au moment où vont se former les spores, la cellule est donc traversée dans sa longueur par une fine traînée de protoplasme, réunissant deux masses de plasme sporogène situées à chacun des pôles et contenant chacune deux noyaux très rapprochés l'un de l'autre. Le trabécule qui unit ces deux masses subsiste ou il se brise à sa partie médiane et les deux lambeaux se réunissent aux deux masses de plasme sporogène, et l'on voit bientôt apparaître les premières ébauches des spores par une délimitation d'une petite boule plasmique dont le noyau occupe le bord. A l'opposé il n'y a pas de limite arrêtée. Toute la partie qui se trouve à côté du noyau prend alors un contour régidier et une teinte beaucoup plus sombre, le contour de la partie opposée au noyau présente au contraire un aspect plus ou moins dentelé. C'est peut-être là l'origine d'une membrane plasmîque très fine. Les ébauches de spores ont ainsi l'aspect de
calottes (PL V* fig. 7, 9, 10, 11, 12^ i3, 26, 32, 34, 35 et PI. XII, Rg. de 5 à 7). Chacune de ces masses sporogènes prend ensuite un contour régulier d'un bout à l'autre, devient sphérique at s'entoure d'une zone hyaline qui la distingue nettement du reste de la cellule, et qui marque sans doute le début de la membrane cellulosique, car bientôt après celle-ci apparaît et se substitue à la zone hyaline. Puis on voit les spores constituées d'un très petit noyau sphérique accolé à un des côtés de Ta membrane, d'où partent quelques rayons protoplasmiques. Les spores d'abord très petites restent disposées par paires aux deux pôles de la cellule. Elles sont parfois entourées d'un reste de plasme sporogène et les deux groupes de spores restent souvent réunis pendant quelque temps par le trabécule plasmique qui reliait le plasme sporogène.
La formation des spores et leur délimitation près des noyaux par une zone sombre qui ne se ferme que tardivement à l'extrémité opposée, fait que nous avons constaté chez toutes les levures, et qui n'avait jamais été remarqué, mérite un intérêt particulier, car elle offre des figures qui pourraient rappeler les dessins représentés par Hai^)cr chez les Ascomycètes supérieurs. Cet auteur a décrit en effet im kinoplasme, qui en se recourbant autour du
noyau délimite la spore f t l'enveloppe d'une membrane plasmique; chez les Ascomycètes .de même que chez nos levures, la spore une fois délimitée s'entoure d'une zone, hyaline qui précède la formation de la membrane cellulosique. Peut-être existerait-il dans les deux cas des processus analogues dont la petite taille des levures ne permettrait pas d'apercevoir les détails. •
Les spores grossissent peu à peu en absorbant l'épiplasme. Celui-ci se désorganise, les vacuoles parfois se fusionnent, les brides protoplasmiques se résorbent et il ne reste plus qu'un liquide cellulaire contenant quelques corpuscules métachromatiques en suspension dans un liquide qui se colore uniformément en rouge pâle avec la plupart des matières colorantes, produit de la dissolution de ces corpuscules et qui renferme également une grande quantité de glycogène (PL XII, iig. de 8 à 25).
Le reste des corpuscules métachromatiques s'agglomère autour des spores et forme quelquefois môme autour d'elles ime sorte de muraille qui par son irrégularité donne parfois l'illusion d'une membrane épineuse.
Avec le bleu polychrome, on obtient quelquefois une coloration violette dfes spores comme si elles étaient imprégnées du contenu rouge de l'épiplasme.
Elles sont attachées par groupes de deux, par une lame protoplasmique qui se contracte au fur et à mesure que les spores grossissent.. Cette lame paraît être formée du reste du plasme sporogène, mais elle contient aussi des corpuscules métachromatiques car elle se colore souvent en rouge par l'hémalun.
Les spores possèdent dans leur début une forte' colorabilité, qui disparaît lorsqu'elles ont ' atteint un certain développement. Elles deviennent alors très réfringentes et se colorent beaucoup plus difficilement, cependant elles continuent toujours à fixer énergiquement l'hématoxyline au fer. Doit-on attribuer la perte du pouvoir de coloration à Tépaississement de la membrane ou à une transformation chimique de la substance protoplasmique ? 11 semble que les deux causes puissent entrer en ligne de compte, néanmoins il paraîtrait plutôt que cette absence de coloration tienne à un état particulier du protoplasme, car le ndyau et les corpuscules métachromatiques continuent à se colorer, lorsque le protoplasme ne fixe plus la couleur; d'autre part les coupes à la paraffine lorsqu'elles sectioMient les spores ne rendent pas plus facile cette coloration, qui d'ailleurs persiste toujours avec le procédé d'Heidenhain . C'est aussi l'explication à laquelle se rallient la plupart des
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observateurs qui ont étudié les bactéries où Ton constate des faits analogues.
Une fois mûre, la spore est constituée dhin petit noyau homogène, accolé à la membrane et d'un protoplasme rayonnant autour de lui en délimitant des vacuoles (PL V, fig. 42).
Les vacuoles renferment du glycogène, et Ton aperçoit quelques corpuscules métachromatiques placés dans les rayons du protoplasme. Ce glycogène et ces corpuscules augmentent au fur et à mesure que les spores grossissent. L'épiplasme paraît alors avoir été presque entièrement absorbé et s'il en reste quelques parties, il se transforme en huile et reste inutilisé.
Le nombre des spores est typiquement de quatre. Néanmoins il peut varier, soit par réduc-? tion due à l'avortement d'un certain nombre d'ébauches de spores, soit au «contraire par augmentation indéterminée de ce nombre :
c'est ce qui peut se produire dans les cellules trop allongées des voiles. Mais ce sont des cas rares et il existe une certaine fixité dans le nombre des spores, que nous n'avions pas remarquée chez les levures précédentes, et qui n'avait pas encore été signalée pour cette levure. Nous retrouverons ce même caractère chez les Schizosaccharomyces. Ces faits, joints au nptode de bourgeonnement du S. Ludwigii
et à un certain nombre d'autres caractères, établissent donc un lien indiscutable entre cette levure et les Schizosaccharomyces que nous étudierons dans le chapitre suivant.
Résumé. — En résumé, les phénomènes histologiques de la sporulation suivent la
marche que voici : le protoplasme se çacuolise complètement, chacune des vacuoles contient soit du glycogène, soit des corpuscules métachromatiques. L'aspect de la cellule rappelle alors les structures décrites par Bûtschli. Le noyau est toujours en contact avec les vacuoles à corpuscules métachromatiques. Il est unique dans chaque cellule et ne subit aucune modification avant la division nécessaire pour distri- : buer un noyau à chaque spore. On n'observe donc jamais les phénomènes de conjugaison nucléaire signalés par Janssens et Leblanc.
Dans un stade suivant les corpuscules métachromatiques paraissent se dissoudre dans l'intérieur des vacuoles qui les renfermaient et qui prennent alors une teinte uniformément rouge avec un certain nombre de colorants. A ce moment le noyau placé sur un des côtés de la cellule s'entoure d'une zone de protoplasnie qui se condense autour de lui, et qui constitue le plasme sporogène ; il se divise en deux noyaux fils qui émigrent généralement, aux
deux pôles de la oellule entraînant avec eux une portion de plasme. sporogène. I.es deux masses de plasme sporogène, contenant chacune un noyau et placées aux deux extrémités de la cellule, restent souvent reliées Tune à l'autre par un mince filet plasmique (fuseau équatorial de Janssens et Leblanc et de Wager) et dont une partie représente peut-être un fuseau équa^ torial.
La seconde division se produit perpendiculairement à Taxe' de la cellule et immédiatement après commencent à naître les spores par un procédé curieux que peut-être pourrait-on rapprocher de ce qu'a figuré Harper chez certains Ascomycètes. La division nucléaire pourrait être une karyokinèse^ mais nous ne pouvons 'dans 'aucun cas nous en faire une idée suffisamment précise.
Les spores, d'abord très petites, grossissent peu à peu en absorbant l'épiplasme et finissent pfo* joccuper la cellule tout entière. Les cor- . puscnles métachromatiques et leur substance à l'état de dissolution sont absorbés en totalité par la spore en môme temps que le glycogène. 11 paraît donc très vraisemblable que ce sont bien des matières de réserçe au même titre que le glycogène.
Les si)ores contiennent un noyau accole à la membrane d'où partent un certain nombre de
rayons protoplasmiques limitant des vftcuoles et qui contiennent quelîjues corpuscules métachromatiques. Les yacuoles renferment du glycogène.
On voit donc que dans leur ensemble ces phénomènes ressemblent par plus d'un côté à ce qu'on a décrit chez les Ascomycètes, chez Jiesquels se différencie également un plasme sporogène très dense (le reste étant vacuolaire), dans lequel s'effectuent la division nucléaire et la formation des spores qui paraît* ressembler à ce que nous avons signalé chez les levures, L'épiplasme est aussi chargé de glycogène et. nous avons observé chez celui de certaines Pezizes une quantité considérable de corpuscules métachromatiques qui évidemment doivent entrer pour une large part dans sa* constitution (i). Enfin la tendance que manifeste le S. Ludmgii à la fixité du nombre des spores constitue encore un lien de parenté entre cette forme de reproduction et Tasque typique..
EAfin la manière dont se comportent les corpuscules métachromatiques mérite encore ici toute notre attention ; elle confirme notre opinion que ce sont des matières de réserve.
Déjà Raum avait signalé leur importance dans
(i) La présence de corpuscules métachromatiques dans l'épiplasme des Ascomycètes n'avait pas été signalée jusqu'ici.
la formation des spores chez les levures et Ernst chez les bactéries, et un certain nombre d'auteurs avaient été amenés à les considérer comme des produits de réserve (Fischer, Lauterborn, Matruchot et Molliard).
Bunge a montré, il est vMi, que contraireipent à ce que pensait Ernst, les spores naissaient en dehors de ces corpuscules qui, au contraire, subsistaient dans le protoplasme non employé à la 'formation de ces spores. Mais, s'ils n'entrent pas dans le procès de formation des spores, au moins peuvent-ils avoir un rôle de nutrition et nos observations donnent un intérêt spécial à ces considérations.
III . — Germination des spores
Hansen a observé dans les spores de S. Ludwigii^ un mode de germination tout à fait particulier. Tandis que chez les autres levures : S. cerei^isiœ, S. Pastorianus^ S. ellipsoïdeus^ Sf anomalus^ les spores bourgeonnent directement en des points quelconques comme les cellules végétatives, on remarque au contraire chez le S. Ludmgii la formation d'une seule proéminence s'allongeant en un petit tube ger-
minatif qui ayant atteint une certaine dimension se tloisonne à sa partie terminale pour donner de nouvelles cellules. Les spores ne produisent donc pas immédiatement de nouvelles cellules comme chez les autres SaccharomycesJ mais donnent naissance à une formation intermédiaire ^ laquelle Hansen a donné le nom de promjycélium. De plus, les cellules dérivant de ce promycélium naissent par formation de cloison transversale et non par bourgeonnement.
En outre, dans la majeure partie des cas, la formation de ce promycélium est le résultat de la fusion de deux spqres. Les spores, le plus souvent au nombre de quatre dans chaque asque et disposées par groupes de deux, restejit soudées môme après la rupture de la paroi de Fasque, par une sorte de lame plasmique dont nous avons parlé antérieurement.
Chacune des deux spores ainsi adhérentes émet xxfLe petite proéminence; les deux proéminences ainsi formées se rejoignent, se soudent Tune à l'autre par résorption de la membrane séparatrice et constituent un seul tube germinatif qui devient le promycélium.
Hansen a constaté que ces fusions étaient le cas normal dans la germination de^ spores jeunes et fraîches; au contraire les spores âgées manifesteraient une tendance à germer isolément.
Il compare ces phénomènes aux pseudoconjngaisons observées par Tulasne chez divers champignons, mais il ne se prononce pas d'une façon précise sur leur signification biologique. Cette fusion de deux spores servirait, d'après lui, «'à mettre les spores en état de développer un nombre relativement plus grand de cellules de levures ; on ne saurait le considérer comme un véritable acte sexuel. »
Nous avons cherché à suivre ces phénomènes pour nous rendrç compte du rôle du noyau en pareil cas. Malheureusement depuis plus de six mois que nous observons la germination des spores de ce Saccharomyces, nous n'avons jamais obtenu de fusion. Nous avons employé le plus strictement possible les njéthodes indiquées par Hansen et nous nous sommes servi d'un grand nombre de milieux de cultures dont nous avons fait varier les conditions. Bien qu'a priori ces fusions ne paraissent pas présenter les caractères de phénomènes sexuels, il eût été cependant intéressant de rechercher comment se compo^'tait le noyau.
La germination s'est effectuée d'une manière analogue à celle qu'avait décrite Hansen, mais chacune des spores germait isolément et chacune produisait un pro mycélium ; tantôt les promycéliums d^un môme groupe de spores naissaient en sens inverse', quelque-
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fois ils se dirigeaient dans le même plan et en sens parallèle, d'autres fois ils se rapprochaient Tun de l'autre comme s'ils allaient se rejoindre, et se croisaient, mais sans jamais se souder l'un à l'autre.
Il faut donc croire que ces phénomènes de fusion de spores n'ont pas la généralité que leur attribue Hansen, à moins que, ce qui est probable, nous ayons eu affaire aune \ariétéde cette espèce ayant perdu ce caractère (i).
Les phénomènes histologiques de cette germination ne manifestent aucun intérêt spécial. Les spores gonflées et sur le point de germer possèdent d'ordinaire une vacuole centrale remplie de corpuscules métachromatiques.
Le glycogène au contraire disparait au moment où les spores se préparent à germer.
Le noyau se place ordinairement à l'endroit où apparaît le premier rudiment du tube germinatif et c'est à ce moment qu'il commence sa division. Cette division s'effectue par les
(I) Depuis, M. le professeur Hansen a eu l'obligeance de nous envoyer des cultures de S. Ludwigii, où nous avons pu constater la fusion des spores . Les cellules de ces cultures différaient pai* quelques détails de celles que nous avons étudiées ici, qui nous étaient parvenues de l'Institut Pasteur, et qui constituent bien une variété un peu différente de celles qu'a étudiées Hansen.
Nous nous proposons d'ailleurs de revenir sur ce sujet dans mie prochaine étude.
procédés habituels, soit par un partage égal du chromoblaste, soit par étirement et étranglement médian (PL V, fig. de 43 a 49).
Une partie de la vacuole pénètre en même temps que le noyau dans le promycélium avec une certaine quantité de corpuscules métachromatiques. Ces derniers, comme nous l'avions déjà observé chez le S. cereçisiœ^ ne paraissent pas être absorbés durant la germination.
CHAPITRE VI
Scbizosaccbaromyces
Les Schizosaccharomyces constituent un groupe spécial de levures, découvert par Lihdner et vivant surtout dans les pays chauds (Afrique, Turquie, Asie mineure), se distinguant des autres levures pai* leur mode de multiplication qui s'effectue par un allongement et cloisonnement transversal de la cellule. Ce groupe, encore peu connu, n'est représenté jus- (fu'à présent que par quatre espèces :
Schiz. pombe (Lindner); Schiz. octosporus (Beyerinck) ; ^ Schiz. asporus (i) (Eyckmann) ; Schiz. mellacei (Jœrgensen).
« (i) Le *Sch, asporus ne prodifit jamais de spores; il i*es-
seinble lieaucoup a la variété asporogène du Sch, pombe
avec laquelle Beyerinck Tidentifie. Il ne présente donc pour
nous aucun intért^t. aussi le laisserons-nous de côté.
I. SCHIZOSACCHAROMYCES 0CT08P0RUS
Le mieux connM de ces Scliizaccharomyccs est le Sch. octosporus que Beyerinck a découvert sur un grand nombre de fruits des pays chauds (raisins de Corinthe venant de la Grèce, de l'Asie Mineure et de la Turquie, ligués de Smyrne). C'est une levure à cellules sphériques, qui au moment de la multiplication s'allongent et se séparent en deux cellules * filles par la formation d'une cloison transversale. Souvent on observe des cellules en files très allongées, qui sont encore rattachées par leurs cloisons et qui forment des rudiments de mycélium. Les asques se produisent, suivant Beyerinck, dans des cellules allongées ; ils contiennent toujours huit spores et ce nombre fixe constituerait, d'après cet auteur, un asque typique et rattacherait définitivement les levurel aux Asco^ mycètes.
Beyerinck est parvenu à isoler trois races de cette levure: i* une race asporogène qui ne sporule jamais ; a*" une race mixte ^ dans laquelle un certain nombre de cellules sont seules capables de produire des asques et S"" une race sporogène dont toutes les cellules forment ordinairement des spores. Il obtient cej;te
dernière par une exposition prolongée des cellules de cette levure à une température de 56*. Cette température suffit pour tuer les cellules végétatives et seules les spores résistent. Ces trois races existent à l'état de mélange dans la nature.
Schiœnning retrouva ensuite le Se h. octosporus dans des raisins de Corinthe envoyés au laboratoire de Carlsberg et publia une note sur son mode de sporulation, dont nous parlerons dans la suite.
Nous comYnencerons par Tétude de cette levure : par la facilité avec laquelle elle laisse suivre le développement de ses spores dans les races sporogènes, ainsi que par la grosseur de ses cellules, elle constitue en efiPet un précieux objet d'étude qui nous éclairera pour l'observation des autres Schizosaccharomyces.
Beyerinck a pu constater l'existence d'un noyau visible à l'état frais, sous forme d'un granule réfrftigemt et qui semble se diviser au moment de la formation 'des spores. Janssens et Leblanc l'ont étudié sommairement dans leurs recherches cytologiques sur la cellule des levures; ils relatent simplement l'existence d'un noyau qui se diviserait par un procédé intermédiaire entre la division directe et la karyokinèse.
i'' Sthucture
Nous avons observé dans cette levure la présence d'un noyau^d'un diamètre variant de i ài,7îJ5. formé d'un chromoblaste central entoure d'un nuclêekyalapla&me incolore (PL VI, fîg. i, 2, 3 et 4)* Dans quelques préparations nous avons pu apercevoir des traces d'une membrane délimitante. Ce noyau est placé quelquefois au centre de la cellule et entouré d'un cercle de petites vacuoles, mais -le plus ordinairement il se trouve à la périphérie et tout proche de la membrane. Dans ce cas encore, il est presque toujours dans le voisinage d'une grosse ou de plusieurs petites vacuoles qui contiennent quelques corpuscules métachromatiques. Mais ici ces corps ne sont jamais en très grande quantité et n'atteignent que de faibles dimensions. On saitjd'autre part, que les observations de Lindner et Beverinck ont montré l'absence du glycogène chez les Schizoccharomyces.
La division du noyau s'effectue suivant le mode que nous avons si souvent observé : il se scinde d'abord en deux masses chromatiques, ayant quelquefois la forme de demi-disques, se regardant par leur face diamétrale, et entourées d'une même gaine de nucléoplasme ; puis le nucléoplasnie s'étrangle légèrement à son milieu
et donne lieu finalement à la formation d'nne cloison médiane qui délimite deux noyaux distincts.
• 2** Sporulation
• Conjugaison. — Les phénomènes qui précèdent et accompagnent la sporulation ont un intérêt tout particulier. ,
Schioenning a décrit chez cette levure une formation cTasque très curieuse, précédée de la fusion de deux cellules : une cellule se divise par la formation d'une cloison médiane en deux cellules filles; ces deux cellules restent quelque temps accolées Tune à Tautre sans se séparer complètement, puis se refusionnent et la cloison tranversale disparaît pour former une unique cellule qui devient la cellule mère de l'asque. Malheureusement l'auteur n'a pas observé le noyau et n'a pas pu donner d'interprétation à ce phénomène : il se demande si l'on doit le considérer comme une simple fusion de cellules telle qu'on en observe si souvent chez les champignons ou s'il présente les caractères d'un véritable acte sexuel.
Hoflfmeister a constaté (i), en signalant sim-
(i) Ce travail, d'ailleurs très court, a parjii à l'époque où nous avions commencé nos recherches et n'est connu de nous que depuis peu, c'est pourquoi nous n'avons pas pu l'analyser dans notre historique.
plement'le fait, que les deux cellules destinées à se fusionner pour former Fasque contiennent chacune une masse homogène fortement colorée qu'il considère comme noyau et que la cellule mère de Tasque n'en renferme qu'un seuL Il y aurait donc vraisemblablement fusion des deux noyaux. Mais l'auteur n'ayant pas complété les observations de Schioenning et n'ayant pas fait d'études approfondies sur le noyau des levures, là question était donc encore loin d'être résolue.
Il nous a donc paru intéressant de reprendre cette étude. Nous avons d'abord vérifié les observaftions de Schioenning.^ Pour cela, nous avons placé quelques cellules d'une race sporogène de Sch. octosporas sur une wUule Van Tieghem. Nous nous servions comm^ milieu de culture de jus de raisin additionné de 8 p. loo de gélatine, des expériences préalables nous ayant montré ce liquide comme très favorable au développement de cette levure et à la production des asques. Nous fixions l'objectil* de notre microscope sur un point de la gouttelette pendante qui contenait quelques cellules et nous laissions ainsi le microscope pendant vingt-quatre heures, en surveillant et en dessinant toutes les demi-heures les modifications qui se produisaient. Ces expériences étaient faites l'été et la température du laboratoire
oscillant entre 25** et So"* était particulièrement favorable au développement de la levure.
En suivant à Taide de ce j)rocédé le développement d'un groupe de spores^ on observe les phénomènes suivants : le plus souvent la membrane de Tasque ge déchire avant la germination desspores et celles-ci se trou vent libres (fig. i , A). Elles se gonflent, leurs parois s'amincissent : elles prennent l'aspect de (jellules ordinaires. Généralement chacune d'elles s'allonge, devient ovale et se cloisonne à son mUieu formant ainsi deux cellules qui sîans se séparer immédiatement peuvent subir un certain nombre de divisions transversales (fig. i, B). Il se forme ainsi de petits bâtonnets cloisonnés en cellules dont quelques-unes sont capables de s'élargir et de produire par une cloison longitudinale un segment latéral, qui peut à son tour» s'allonger et se cloisonner transversalement sans se séparer de la cellule qui lui a donné naissance (fig. I, II et III). On obtient alors deux bâtonnets cloisonnés qui se tiennent l'un à l'autre par une cellule. Dans d'autres cas (fig. i, III) les cellules s'allongent peu, se coupent par une cloison transversale en deux cellules restant accolées l'une à l'autre qui fournissent chacune une nouvelle cloison perpendiculaire à la première, donnant alors quatre cellules coupées suivant leurs deux diamètres ; la division peut
se continuer, se compliquer et donner naissance à des colonies d'aspects mûriformes.
Figure ^ . — Développer? enl de cellules de race spofogéne ^n culture sur cellule Van Tieghem. — I, Germination des spores : A, asque k quatre spores, la paroi n'est pas coiiipléteiiient déchirée (<* h. du soir} ; B. Cloisonnement des spores (9 h. du matin) : Il et III. Multiplication des cellules. — IV. Phénomènes de conjugaison et formation des asques (Grossissem«'nl environ 700 1.
Chacune des spores cultivées dans ces conditionsr ne subit ordinairement qu'un petit nombre de divisions et vers le deuxième jour, la multiplication, sans s'arrêter complètement, se ralentit beaucoup ; c'est à ce moment que commencent les phénomènes de sporulation. Les
cellules sont arrondies, restent le plus souvent adhérentes par leurs membranes et forment une série de petites colonies séparées les unes des autres. La plupart des cellules commencent alors à se réunir deux à deux par la formation d'un canal de communication et au bout de trois ou quatre jours presque toutes les cellules se soHt transformées en asques (fig. i , IV).
Sur les bords dee colonies, on trouve toujours de petits groupes de deux ou trois cellules isolées, qui permettent de suivre d'une manière très précise la fusion et la formation des sporfes. Deux cellules restées accolées Tune à Vautre se refusionnent (Kg. 2, B); cette^ fusion s'établit
»* heures ^0 h. I h. i h. 5 h.
Fif/. t*. — Stades successifs de la formation de l'asquc (entre deux cellules sœurs).
parfois très simplement comme l'a indique Schioenning pal* la dissolution de la dloison, mais le plus souvent, elle s'effectue par un procédé un peu plus compliqué ; chacune des deux cellules donne naissance à une petite protubérance à l'une de ses extrémités (fig. 2, C) ;
ces deux protubérances se rejoi^ent et «e soudent l'une à Tautre, pendant que les deux cellules se séparent, formant ainsi un canal de communication qui reliç les deux cellules; puis la paroi de séparation se résorbe (fig. 2, D), le canal s'élargit, la cellule unique ainsi formée par la soudure de deux individus devient peu* à peu ovale (fig. 2, E) et Ton* voit naître dans l'espace d'une demi-heure les spores, sous forme de petites sphères brillantes, dont on peut facilement suivre la formation (tigl 2, F). Très souvent cependant la fusion n'est pas complète et il reste dans la forme extérieure de Tasque des traces de Tindividualité des deux cellules,* soit qu'il y ait persistance du canal de copulation, les spores sô formant aux deux extrémités renflées de la cellule, soit qu'il subsiste un léger rétrécissement médian 'ou une petite échancrure sur l'une des parties latérales d^ la cellule. Ces phénomènes s'eftectuent assez rapidement et nous avons pu suivre en l'espace de vingt-quatre ; heures fe développement complet d'un asque. Cette fusion de deux cellules, qui correspond, • comme nous le verrons, à une véritable conjugaison isogamique, paraît s'établir très souvent entre deux cellules issues d'une même bipartition : les deux gamètes sont donc frères. Cela s'observe très nettement lorsque l'on examine
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- '7'. un très petit groupe de cellules dont on a pu suivre exactement le cloisonnement; même il peut se faire que Tune des cellules d'une colonie s'isole, se cloisonne une seule fois et que la conjugaison s'effectue entre les deux éléments ains^ formés, ce qui permet d'apporter une très grande précision dans cette étude (fig. 2).
Mais il ne faudrait pas considérer comme nécessaire que les deux gamètes soient frères. Bien souvent en effet dans une file de cellules
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Figure 3. — Formation des asques suivie en cuKure sur cellule Van Tieghem. — 1, II, !11, IV. stades successifs de la conjugaison et de la formation des spores.
ou dans une colonie abondante, il est impossible de définir la parenté qui relie les deux gamètes (tig. 3). En outre, on est parfois certain de n'avoir pas affaire à deux gamètes provenant d'une ,même bipartition. C'est ainsi que Ton constate parfois une division d'un seul ou même des deux gamètes avant la résorption de la cloison séparatrice du canal de copulation ; alors les deux gamètes séparés par une génération ont perdu leur caractère de frères (lig. 4, B).
Figure 4. — A, Asques apogaraes. — B. Fusion se produisant entre deux cellules ne provenant pas de la même génération par suile du cloisonnement de lune d'elles.
Enfin dans certaines cultures ayàmt une tendance à devenir asporogènes, on verra que les asques naissent ordinairement de la fusion de deux feellules de parenté plus ou moinâ éloignée.
Il peut exister un certain nombre d'anoma-
lies dans ces phénomènes de conjugaison. On observe très exceptionnellement des cellules capables de sporuler sans avoir préalablement subi cette fusion, mais il existe quelques cas plus fréqueijts où les deux gamètes étan^ sur le point de s'unir donnent lieu chacun à la formation de quatre spores sans que la paroi de séparation se résorbe (fig. 4^ A). Ces phénomènes d'apogamie sont à rapprocher de ceux qu'on a observés chez les Mucorinées (Van Tieghem et Le Monnier, Léger) où Fun des gamètes dégénère tandis que l'autre produit un œufparthénogénétique. De même chez le Mesocarpus on rencontre parfois deux cellules en voie de s'unir qui fornvsnt chacune isolément un œuf.
Dans certains cas exceptionnels, ayant observé deux cellules jointes déjà *par leur canal de copulation, nous ayons vu l'une d'elles émettre une nouvelle protubérance qui s'unissait avec une. protubérance semblable émise par une cellule Voisine. De la sorte, l'asque était le résultat de la fusion des trois cellules ; il prenait alors des formes* tçès irrégulières. Qe phénomène, d'ailleurs très rare, se rencontre aussi à l'état d'anomalie chez certaines algues.
Nous avons constaté en outre des phénomènes très curieux que nous attribuons à la tendance que les cellules de race sporogène
placées dans de certaines conditions manifestent à se transformer en race asporogène. Nous avons en effet remarqué que presque toutes les cellules cultivées dans les milieux liquides (jus de raisin, jus de carotte) devenaient très rapidement asporogènes (i) et au bout d'une huitaine de jours après l'ensemencement sur gouttelette pendante, la culture était remplie d'un très grand nombre de cellules végétatives qui formaient de petites colonies isolées les ' un^s des autres et ne contenant que quelques asques exceptionnels. On observait quelquefois dans ces conditions deux cellules d'une même colonie, mais isolées l'une de l'autre par quelques cellules intermédiaires, n'étant ^pas par conséquent de parenté immédiate, qui formaient chacune une protubérance. Les deux protubérances s'allongeaient, se rapprochaient l'une de l'autre, *se rencontraient quelquefois, ou se croisaient. Dans quelques cas elles arrivaient à se fusionner et à produire un asque. Mais la plupart du temps leurs tentatives de fusion échouaient et les deux cellules et leurs protubérances aboutissaient à un cloisonifement, devenant ainsi le siège d'une abondante multiplication (lig. 5, K, 111, IV et V).
(i) Beyerinck a constaté que les races sporogènes cultivées dans les laboratoires se transformaient à la longue en race asporogène.
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^'gure 5. — Kssai de conjugaison arrêté «lans son iJévclopperaenl et suivi de cloisonnement des deux cellules qui se préparaient & s'unir. — Le développement de ces cellules a été suivi heure par heure. î : A, Il h. (matin): B, 1 h. (soir); G, 2 h. (soir); D,G h. (soir;; E. 8 h. (matin). — II, ïïl, ÏV, V : Cellules manifestant une tendance à devenir asporogèftes (Essais de conjugai-ion entre cellules éloignées les unes des autres). — • VI, Fusion s'elfectuant entre deux cellules u'apyartenant pas à une même colonie.
Quelquefois, on pouvait remarquer le même phénomène entre deux cellules provenant de deux colonies différentes, voisines Tune de l'autre (fig. 5, YI). Enfin dans beaucoup de
cas, certaines cellules d'une même colonie étalent capables d'émettre des protubérances qui^ très éloignées les unes des autres, se dirigeaient dans un sens quelconque sans jamais se rencontrer, puis finissaient par se cloisonner, ressemblant à des tubes de germination (lig. 5, V).
Ces formations singulières, qui n'apparaissaient qu'au moment où les individus devenaient asporogènes, ne paraissent pouvoir s'expliquer que par une perte de la faculté de sporuler que subirait la plupart des cellules placées dans de telles conditions. Seules certaines cellules conserveraient leurs propriétés sporogèiles, mais se trouvant souvent isolées les unes des autres, produiraient des protubérances, essaieraient de se rejoindre et de se souder, mais sans presque jamais y parvenir, par suite de l'éloignement qui les sépare. 11 semble donc exister au moment où la racfe devient asporogène une série d'essais de conjugaison presque toujours inlmctueux, qui se manifestent par l'apparition de formes bizarres.
Dans les milieux insuflisants à l'alimentation du champignon, on observait également des cellules sur le point de se conjuguer, mais entravées dans leur développement; on voyait souvent deux gamètes frères réunis par leur, canal de copulation, se cloisonnant chacun et
renonçant à leur fusion (fig. 5, 1, A, B, C, D, E). Dans quelques cas l'un d'eux entrait en dégénérescence et l'autre s'arrondissait, prenait l'aspect d'une cellule végétative et se cloisonnait. Cela se rencontrait fréquemment dans les cultures sur gouttelettes pendantes dans les cellules retardataires qui se conjuguaient au moment où le phénomène était déjà accompli chez la plupart des autres et oii les conditions du milieu devenaient défavorables.
Fusion des nojyaux. — Etudions maintenant ce qui se passe à l'intérieur de la cellule. Les deux cellules destinées à s'unir pour former la cellule mère de l'asque possèdent chacune une grosse vacuole avec quelques corpuscules métachromatiques et un noyau le plus souvent placé tout près de la cloison séparatrice ou à la pointe de la petite protubérance par où va se produire la fusion. Dans le cas où il y a formation d'un canal de copulation très distinct, les deux noyaux se dirigent vers le milieu de ce tube et y subsistent pendant quelque temps séparés par la cloison. Les vacuoles restent localisées à leur place primitive et le canal de copulation est rempli d'un protoplasme très dense; il se produit là, sans doute, un mélange du protoplasme des deux gamètes après la résorption de la cloison séparatrice (PI. VI, fig. de 4 à ii).
Au moment où la membrane disparaît, les deux noyaux se fusionnent et Ton trouve une série de stades où les deux cellules sont unies par un canal obstrué à son milieu par une cloison, les deux noyaux étant au voisinage de celle-ci, et d'autres stades dans lesquels la cloison s'est résorbée et où Ton ne remarque plus qu'un seul noyau (PL VI, fîg. de 12 à 16). Il y existe donc manifestement une fusion des deux noyaux; dans quelques cas même on rencontre des cellules chez lesquelles se trouve un seul noyau placé au milieu du canal de copulation, ayant une forme allongée et paraissant indiquer une phase de fusion nucléaire (PL VI, fîg. i^j).
Cependant on n'observe ordinairement aucune différence de dimension entre les noyaux primitifs et le noyau unique résultant de la fusion, soit qu'il y ait, contraction de la substance nucléaire au moment de cette fusion, soit que la faible dimension du noyau ne permette pas d'apprécier de différences de volume (PL VI, fig. de 18 à 26). Dans les cas où il existe des traces de l'individualité des deux cellules par persistance du canal de communication, on ne peut distinguer les stades où, la cloison étant dissoute, les noyaux se préparent à se fusionner, de ceux dans lesquels s'effectue la première division de ce noyau.
Il y a presque toujours une égalité complète
entre les deux éléments qnî s'unissent ; cependant il arrive parfois que l'un des tioyâux reste dans la cellule à sa position primitive et que le noyau de la cellule voisine soit obligé d'aller à sa recherche et Ton observe quelques cas où la fusion nucléaire ne se fait pas exactement au milieu du canal, ou même s'accomplît dans l'un des gamètes (PL VI, fig. 23). Il peut se faire également que les deux gamètes soient de dimensions inégales par suite d'un moindre développement de l'un d'entre eux ; mais ce ne sont que des "cas absolument accidentels, qui ne témoignent d'aucune différenciation sexuelle (PL VI, fig. 24).
Divisions nucléaires. -^ Le. noyau provenant de la fusion des deux noyaux primitifs ne tarde pas à se diviser en deux autres qui vont à leur tour se partager et se disséminer dans les différents endroits de la cellule pour y former les spores. Cette division s'effectue exactement suivant le même mode que dans les cellules végétatives (PL VI, fig. de 27 a 33). Le protoplasme contient peu de produits différenciés ; il est ordinairement homogène et transparent et étant donnée la grande dimension de ses cellules, cette levure est, de toutes celles que nous avons étudiées jusqu'ici, celle dont la division nucléaire et la formation des
Spores nous ont paru les plus nettes et lés plus faciles à étudier.
Pendant ce temps le protoplasme a «ubî un certain nombre de modifications. Les deux vacuoles provenant des deux gamètes restent aux deux pôles de la cellule traversée par quelques fines travées protoplasmiques, laissant entre elles une portion de protoplasme très dense qui ne tarde pas à se creilser par un certain nombr^ de petites vacuoles ; de la sorte le protoplasme prend l'aspect vacuolaire que nous avons trouvé chez toutes les levures au montent de la formation des spores, mais d'une façon moins nette et avec persistance de 3eux grosses vacuoles polaires.
Les corpuscules métachromatiques, qui sont d'ailleurs en assez petit nombre au cours de l'évolution des cellules végétatives, semblent disparaître en partie au moment de la fusion, de telle sorte qu'il n'en reste que fort peu dans Tépiplasme. Il n'existe d'autre part aucune traee de glycogène.
Formation des spores. — Les noyaux se disséminent ordinairement dans le protoplasme* médian ou dans deux pôles de la cellule et c'est dans ces parties qu'apparaissent les spores. Le protoplasme s'agglomère autour des noyaux et peu à peu les spores se dessineût par un procédé
qui paraît un peu différent de celui que nous avons décrit chez les autres levures. Elles se forn^nt beaucoup plus simplement par une condensation du protoplasme qui peu à peu se recouvï'e d'une membrane très mince, sans jamais présenter les formes en calotte que nous avons constatées ailleurs (PI. VI, fi^. 34 et 35).
Les spores une fois formées, cette membrane s'épaissit et sa partie externe se colore intensivement en bleu par les réactifs iodés. Beyerinck etLindneront déjà attiré l'attention sur ce point. Ce dernier attribue cette réaction à une imprégnation de granulose sur la jpfiembrane. Cette imprégnation est analogue à celle que l'on a souvent observée à différentes parties des asques des Ascomycètes supérieurs.
Elle compense évidemment l'absence du glycogène qu'on trouve en si grande abondance dans les asques des autres levures. Son utilisation comme réserve ne fait aucun doute, car nous avons remarqué sa disparition au moment de la germination de la spore.
Les spores contiennent fin noyau et un protoplasme rayonnant avec quelques corpuscules • métachromatiques, comme chez les levures que nous avons précédemment étudiées (PI. VI, fig. 36, 37 et 38).
Le nombre des spores est typiquement dehuit ; lorsque les deux cellules unies ont
conservé dès traces de leur individualité, les spores se forment par groupes jie quatre aux deux extrémités f enflées de Tasque ; mais ce nombre de huit est loin d'atteindre la constance que lui attribue Beyerinck. Déjà Schioen- ;iing avait signalé sa variabilité; il oscille entre un et huit; très souvent on constate une réduction de ce nombre à quatre. Les chiffres les plus fréquents sont donc quatre et ^ huit, ce dernier devant être considéré comme typique, et Ton observe ici, plus encore que chez le Saccharonvyces Ludwigii^ une véritable tendance à la .fixité du nombre des spores :
tandis que chez le S. I.udwigii le nombre caractéristique était de quatre, chez le Sch. octosporus il s'élève à huit (PI. VI, fig. 36, 87 et 38).
Conclusions. — 11 ressort donc de nos observations qu'il existe dans le Sch. octosporus une véritable conjugaison qui précède la formation de l'asque, et Ton est. autorisé à considérer ce phénomène au même titre que le cas àwMesocarpus cbmme un des exemples les mieux caractérisés d^isogamie et à donner à la cellule mère de l'asque la valeur d'une zj-gospore. Cette isogamie nous offre ici le caractère d'ulie sexualité très primitive, qu'on n'a pas observée jusqu'ici : elle s'opère en effet très souvent entre deux cellules sœurs.
" Les exemples qui nous ont * été donnés chez les protozoaires nous ont plutôt habitués à rencontrer des conjugaisons entre des individus d'une parenté très .éloignée. On. connaît bien cependant chez les algues et chez certains champignons des exemples de conjugaisoij s'accomplissant entre de^ux cellules contiguës d'un même filament, mais dans ces cas, bien que les deux gamètes soient évidemment très proches parents, rien ne prouve qu'ils soient frères.
Toutefois un exemple plus caractéristique encore nous est offert par le BasidîobofOs ranarum^ chez lequel Tœuf peut se faire aux dépens d'une conidie à un seul noyau; celle-ci se divise par une cloison, donnant deux cellules qui se conjuguent après avoir subi une nouvelle division produisant deux petites cellules destinées à s'atrophier. La fusion s'opère donc ici incontestablement à la seconde génération. Un cas analogue nous est fourni par V j\ctinosphœrimn^ récemment étudié par R. -Hertwig (i). Enfin' il faut rappi*ocher ces
(i) Chez V Actlnosphœrium (Rhizopode), la conjugaison se produit entre deux cellules provenant d'une même bipar- •tition. Dans ces gamètes, le noyau subit H\e\\% bipartitions successives ; l'un des noyaux dans la première bipartition subit une dégénérescence ; le même phénomène s'opère à la seconde division; deux éléments nucléaires disparaissent
phénomènes de sexualité des .conjugaisons nucléaires qui, suivant Dangeard, précéderaient toujours la formation de Tasque des Ascomycètes supérieurs. Ici encore les noyaux destinée à se fusionner sont très proches parents, mais ne paraissent provenir toutefois que d'une deuxième génération. Mais jamais on n'avait encore constaté d'une manière évidente des exemples de conjugaison s'opérant directement entre deux cellules sœurs.
• Enfin ces phénomènes de sexualité mous offrent un intérêt spécial, car c'est la première fois qu'on les constate chez Jes levures. A peu près en même temps que nous, Barker observait des phénomènes d'isogamie précédant la for- 'mation (Je l'asque dans une levure à multiplication bourgeonnahte, découverte par lui dans la fermentation du gingembre commercial, dont il a fait le genre Zygosaccharomyces.
Les descriptions de Barker ressemblent d'ime manière surprenante à celles que nous venons de faire du Sch. octosporus; les phénomènes s'accomplissent aussi par la soudure de deux petites proéminences formant un canal
ainsi dans chaque p^ainète; Hertwig les assimile à des globules polaires. Finalement, les gamètes uninucléés opèrent leur conjugaison et fusionnent leurs noyaux pour donner naissance à l'œuf. Les deux noyaux qui se fusionnent sont donc séparés par deux générations.
de copulation et l'asque conserve des traces d'individnalîté des deux cellules primitives. Mais Tauteur, ne possédant pas de données suffisamment précises sur le noyau des levures, n'a pas osé se prononcer définitivement sftr la fusion nucléaire (i), bien qu'il attribue à ce phénomène une valeur sexuelle.
Nos observations jointes à celles de Barker nous montrent donc que les levures, à l'exemple de beaucoup de microorganismes, sont susceptibles de se reproduire sexuellement et cette notion présente une grande importance au moment eu la question de la reproduction sexuelle des Ascomycètes est encore très embrouillée.
ii. — schizosaccharomyces pombe (Lindner).
Le Schizosaccharomj^ces pombe est le plus anciennement connu desSchizosaccharomyces.
Il fut trouvé en 1890 dans les produits de fermentation du millet et fut étudié par Lindner. 11
(1) Barker observe dans chaque cellule un gi*anule fortement coloré qu'il hésite à considérer comme noyau. Au moment de la fusion des deux cellules, il constate une fusion de ces deux granules qui pourrait être considérée comme une fusion nucléaire.
est beaucoup plus petit que la levure précédente ; ses cellules sont allongées et offrent l'aspect de petits bâtonnets^ ressemblant aux conidies de VO. lactis et qui se divisent par la forma^on de cloisons transversales. Parfois il se produit de longues chaînes de cellules qui restent un certain temps rattachées les unes aux autres, ce qui augmente encore l'analogie existant entre cette levure et VO. lactis. Elle s'en distingue cependant par la plus petite dimension de ses cellules. 11 peut également se faire des diverticules latéraux donnant de nouvelles liles de cellules perpendiculaires aux premières. Dans les vieilles cultures, les cellules s'arrondissent et prennent l'aspect des levures ordinaires.
Les spores naissent assez facilement sur tous les milieux, même dans les liquides de fermentation, mais il n'y a que très peu de cellules qui soient capables de sporuler.
Beyerinck, qui a repris ensuite l'étude de ce Schizosaccharomyces, montra qu'il pouvait de même que le Schizosaccharomj-ces octosporas donner lieu à des races asporogènes et à des races sporogènes dans lesquelles il se produisait une assez abondante sporulation, mais il n'y a point de distinctions aussi tranchées entre les deux races que pour le Schizosaccharomyces Octosporas.
— igo —
Structure. — Le Schizosaccharomyces pombe n'a jamais été étudié au poiat de vue de sa structure. Jaussens et Leblanc le citent parmi les levures qu'ils ont observées, mais ne donnent aucun détail. \
A l'aide de l'hémalun et de l'hématoxyline au fer, nous avons facilement réussi à mettre en évidence le noyau. Ce noyau est assez petit (environ o,55 [^de diamètre) et se présente avec le même aspect que celui que nous avons tfouvé chez le Schizosaccharonvyces octosporus (PL VII, iig. de I à 4)* li est constitué d'un chromoblaste entouré d'une zone de nucléoplasme incolore^ dont on ne distingue ordinairement pas la membrane.
Les cellulea jeunes ont unç forme rectangulaire ou ovale, légèrement plus longue que large ; le noyau occupe la périphérie de la cellule ou l'un de ses pôles. Le centre de la cellule contient un certain nombre- de vacuoles ti'ès petites, très rapprochées l'une de l'autre et remplies de corpuscules métachromatiques (PL Vil, fig. de 5 à 8). Souvent ces vacuoles se fusionnent en une seule vacuole. Au moment où la cellule est sur le point de se diviser, on remarque une répartition des .vacuoles en deux groupes disposés aux deux pôles de la cellule. Le protoplasme forme alors entre les deux groupes de vacuoles unef masse
homogène, qui contient le noyau et par où la cellule se divisera.
•Le noyau se divise^par le même procédé que chez le Scliizosacéharâmyces octosporus et, cette division opérée, on ne tarde pas à voir apparaître au centre de la cellule une cloison d'abord très mince qui s'épaissit peu à peu et sépare les deux cellules filles.
■ Pas plus que chez le Schizosaccharomyces octosporuf^ on ne remarque de glycogène dans l'intérieur des cellules.
Conjugaison et Sporulation. — Lçs asques se forment par petites colonies dans les cultures sur carotte, our ce milieu nous avons trouvé facilement une grande abondance d'asques et par des ensemencements successifs de leurs spores sur le même milieu, nous avons réussi à isoler des races sporog^nes, qui; bien que toujours mêlées à un grand nombre de cellules asporo gènes, présentaient néanmoins assez de commodité pour l'étude du développement de l'asque.
Nous avons donc suivi la formation de cellules provenant des cultures ainsi obtenues, sur gouttelette pendante en employant le même procédé que dans le cas précèdent (jus de raisin gélatinisé) et nous avons pu observer le développement d'un groupe de cellules. On
voyait très vite les cellules s'allonger, se cloisonner, former de longs bâtonnets capables quelquefois de se ramilier latéralement ; chacunte des cloisons s'arrondissait et les cellules glissaient Tune sur l'autre, se disposaient en liles plus ou moins tortueuses mais restaient presque toujours légèrerement adhérentes par un côté de la membrane. C'est alors qu'on voyait apparaître vers le deuxième ou troisième jour le début des phénomènes de la sporulation.
Pour la première fois, dans cette levure, nous observons^ une conjugaison précédant la sporulation ; ce phénomène y présente les mêmes caractères que dans le Schizosaccharomjyces octosporus et nous avons pu nous assurer que Tasque provenait bien encore ici d'une isogarnie. Deux cellules contiguës d'une même file (Ug. 6; 1), souvent sœurs et adhérant légèrement l'une à l'autre, émettent chacune une petite protubérance ; les protubérances se soudent, formant un canal de copulation (lig. 6, II) dont la membrane de séparation finit par se résorber (fig. 6, III); les deux gamètes sont ainsi réunis en une seule cellule qui devient la cellule mère de l'asque. Mais ici les deux gamètes, uAe fois joints l'un à l'autre, conservent toujours des traces de leur individualité et de leur position respective d'une manière plus
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marquée encore que dans le Schizosaccharomyces octosporas ; cela donne lieu à des figures étranges composées de deux renflements
Figure 6. — Stades de A)njugaison suivis en cellule Van Tieghem : I, 9 heures (matin). II, 1 h. (soir). III, 3 h. (soir). |
parfois situés suivant des axes différents, quelquefois même perpendiculaires Tun à l'autre et unis par un canal étranglé (fig. 7, 3. 7. 8,9, 11).
Les spores naissent le plus souvent aux deux extrémités renflées; elles sont ordinairement au nombre de quatre^ deux à chacun des pôles, et il existe encore ici la tendance à la fixité du nombre des spores que nous avions précédemment remarquée. Mais ce nombre est également sujet àruii certain noml)re de variations 6t Ton voit quelques cas où. les spores sont réduites à
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deux, parfois même il peut n'eu exister qiu'une seule.
Cette conjugaison que nous venons de décrire
Figure 7*. — Golooies sporogènes exabiinées eo culture im cellule .Von Tieghem et montrant les divers stades de la conjugaison et de la fonnalioQ des asques.
et. qui n'aVait jamais encore été signalée, explique les dessins figurés par Lindner où. les a^quîes présentent ïa forme d'un hachoir, dont les deux manches sont occupés par les spores. On observe quelques ' cas d'apogamie. Un certain nombre de cellules peuvent se développer directement en asques (fig. 7, ^t ^^ ^^^ est beaucoup plus fréquent que chez le Sch.
octosporua. Souvent aussi deux gamètes réunis Tun à l'autre, mais dont la cloison subsiste pncore^ forment chacun un asque à deux spores sans se fusionner (fig. 7, 2). D'autres fois Tun d'eux dégénère et l'autre donne naissance soit à deux, soit à quatre spores (fig. 7,1).
Fusion des noyaux. — Les phénomènes histologiques qui accompagnent la sporulation diffèreïit fort peu de ceux que nous avons observés chez le Sch. octosporus. Les deux gamètes possèdent chacun une grosse vacuole OU' un certain nombre de petites vacuoles. Au moment où ils se fusionnent (PI. Vll^ fig. de 9 à lîi), le protoplasme s'accumule dans le canal de copulation et y offre un aspect très dense, puis se creuse à son tour de quelques vacuoles ; mais ici' les vacuoles contiennent une grande quantité de corpuscules métachromatlques qui persistent dans l'épiplasme. ,
Les deux noyaux occupent le milieu du canal
de communication et c'est à cet endroit qu'ils se fusionnent (PI. VII, fig. de i3 à 20); cette fusion opérée, ils subissent leur première division et émigrent dans les deux renflements où ils se divisent en deux de façon à former deux spores dans cliacun des deux renflen>ents.
(PL VII, fig. de 21 à 24)* Cette division s'eflfectue comme dans les cellules végétatives.
L'épiplasme ne contient pas de glycogène, mais les spores sont imprégnées de granulose. Les corpuscules métachromatiques qui n'avaient subi aucune modification avant la formation des spores présentent à ce moment des phénomènes de dissolution (PL Vil, fig. de 26 à 28), l'épiplasme est peu à peu absorbé, les spores grossissent et finissent par occuper toute la cellule. L'asque se déchire ordinairement avant la germination et cette déchirure se produit presque toujours suivant le milieu du capal de copulation dont le contenu s'est vidé et qui présente une* moindre résistance que les autres parties de l'asque.
11 existe donc ici encore un véritable phénomène de conjugaison par isogamie présentant des caractères très voisins de ceux que nous avons observés chez le Sch. octospor^s^ avec cependant des cas plus fréquents d'apogamie.
iil — schizosaccharomyces mellacei (Jœrgensen)
Greg a isolé cette levure qui se présente au cours de la fabrication du rhum effectuée a\jec la mélasse de sucre de canne à la Jamaïque.
Elle a été désignée par Jœrgensen et Holm sous le nom de Sch. mellacei. Il paraît exister plusieurs types de la même espèce.
Le Sch. mellacei est encore fort peu connu; ses caractères le rapprochent beaucoup du Sih\ pombe*et Beyerinck le considère comme une variété de cette espèce.
Nous avons pu examiner deux types de ce Schizosaccharomyces qui nous avaient été envoyés grâce à la complaisance de M. le professeur Beyerinck. Ces deux type* différaient peu l'un de l'autre ; l'un présentait des phénomènes isogamiques^ l'autre sporulait difficilement et ne paraissait produire que des asques apogames.
Nous n'étudierons donc ici que la première de ces variétés. Cette levure montre des formes presque identiques à celles du Sch. pombe et ne s'en distingue guère que par ses dimensions légèrement supérieures; elle a un noyau analogue.
Conjugaison et sporulation. — La formation des a^ues s'observe facilement sur gouttelettes pendantes. Il paraît exister également des colonies asporogènes et des colonies sporogènes. Les colonies sporo^ènes sont ici beaucoup plus nombreuses que dans le Sch.
pombe .et la formation deç asquej^ est plus fac^e à cuivre.
Les asques se forment d'une manière absolument semblable à celle que nous avons observée chez le Sch. pombe. Deux cellules cpntiguës d'un* même filament et provenant ordinairement de la même bipartition, encore accolées Tune à l'autre, se conjug^ent j(fig, 8);
Figure S, — DilfèrenLs stades de la conjugaison et de la formation do l'asque.
la cellule provenant de cette fusion conserve toujours deu^ renflements indiquant le contour primitif des deux gamètes. Les spores sont ordinairement au nombre de quatre, disposées par deux dans chacun des renflements. Enfin on rencontre également fies cas
assez fréquents d'apogamîe. Il n'y a donc aucune différence çntre Pasque du Sch. pombe et celui du Sch. mellacei; il semble donc que conformément à Topinion de Beyerinck, il n'y ait pas lieu de séparer ces deux espèces.
Jœrgensln avait décrit des asques en forme de hachoir; il avait aussi mentionné dans les * vieilles cultures des cellules unies entre elles par un petit canal, mais sans en coYnprendre le sens et sans remarquer la relation qui existait entre ces cellules et les asques.
Les phénomènes histologiques s'opèrent exactement de la même façon que dans le Sch. pombe et Ton remarque une fusion nucléaire accompagnant toujours la fusion des deux gamètes et se produisant vers le milieu du canal de copulation (PL VII, fig. de 29 à 35)%
Ces phénomènes dHsogamie que •nous avons rencontrés chez les trbis seuls représentants sporogènes jusqu'alors connus des Schizosaccharomyces doivent donc être considérés comme un des caractères importants de ce groupe, caractère qui le distingue de tous les autres groupes da levures et qui lui donne, avec le Zygosaccharomyces un intérêt histologique et phylogénétique tout à fait spécial. ,
CHAPITRE YII
S. mycoderma cerevîsiae. — ,S. mycoderma vini. — S. apiculatus. — S. kefir. — Endomyces albicans. — Monilia candida.
— Ustilago avenae. — Ustilago mstydîs.
Nous étudions dans ce chapitre la structure d'un certain nombre (le champignons à formes levures, dont quelques-uns occupent une place indéterminée dans la classification ; les uns se rattachentàla catégorie des Non-Saccharomyces de Hansenî le» autres appartiennent au contraire à des champignons d'ordre plus élevé, dont nous étudierons les formes levures comparativement aux Saccharomyces,
i. — sacdharomyges mycoderma cerevisiae (Hansen), — Saccharomyces mycoderma , VINI (Winogradsky).
Ces deux levures rencontrées, Tune par Hansen dans les brasseries da Copenhague, l'autre
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par Wînogradsky sur le vin, diffèrent peu l'une de l'autre. Leurs formes sont. assez variables et généralement plus ou moins allongées, ' Dans son plus jeune âge, le S. mycoderma cereoisiœ (PI. VII, fig. de 36 à 49) présente un protoplasme homogène dans lequel on observe une ou plus ordinairement deux vacuoles placées aux deux extrémités de la cellule et contenant un nombre variable de corpuscules métachromatiques. Le noyau (d'environ i [/. de diamètre) s'aperçoit avec beaucoup de netteté formé d'un ckromoblaste^' d'un nucléokjyalo' plasme incolore et d^une membrane limitante.
Il est souvent placé au centre de la cellule, entre les deux vacuoles, •
Sa division s'effectue par un . partage transversal de la masse chromatique en deux chromoblastes suivant le cas ordinaire.
La structure du S. mycoderma çini (PI. VIF, fîg. de 5o à 54) diffère peu de celle de la précédente levure. On remarque également dans les jeunes cellules une ou plus fréquemment deux vacuoles à corpuscules métachromatiques. Le noyau possède une structure aAalogue au nucléoplasme et chromoblaste. Sa division s'accomplit suivant le même procédé.
Dans ces deux levures, le glycogène, d'ailleurs peu abondant, paraît uniquement localisé dans le protoplasme.
IL — SacchaHomyces apiculatus (Rees-Hansen)
Reee a donné ce nom à une levure de forme particulière, caractérisée par la présence à une ou deux des extrémités de Tovale de la, cellule d'un petit mamelon plus ou moins long, en pointe de citron • Hansen, qui a consacré une longue étude à cette levure très abondante dans la nature, s'est assuré qu'elle ne donnait jamais despores.
Cette levure, très petite, offre une très grande difficulté pour l'étude de sa structure. Elle présente dans ses jeunes cellules un protoplasme homogènç, dans lequel on distingue une vacuole renfermant un certain nombre de corpuscules métachromatiques et un noyau très petit et ordinairement accolé à la vacuole. Ce noyau se
montre sous forme d'une masse arrondie et
homogène. (PI. VIT, fig. de 55 à 62).
Sa division est diffi'cile à observer, cependant^ elle paraît se faire suivant le procédé habituel d'allongement et de constriction.
Dans les cellules allongées, il peut se former une vacuole à chacune des deux extrémités de la cellule.
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III. — SaCCHAROMYCES KEFIR (BEYERINtîK
Beyerinck a isolé ce Saccharomyces de la termentation du kéfir. C'est une levure de forme plus ou n^oins sphérique, ressemblant un peu au 5. eerevisiœ avec lequel on Tavait <^o^foadue, et qui s'allonge en vieillissant. Elle ne possède pas d'asques.
Elle offre au début de son développement une ou plusieurs vacuoles contenant un nombre variable de corpuscules métaehrom^tiques. Le noyau est presque toujoui^ en proximité avec ces vacuoles ; il atteint ordinairemejit i p. de diamètre et se montre, dans les cas les plus favorables, constitué d'un chromoblaste et d'un nucléohyaloplasme limité par une mernbrane. «
Sa division se produit le plus souvent par étirement et étranglement, quelquefois aussi* par un" partage du chromoblaste en deux portions égales (PL XL fig. de 7 à ii).
Au cours du développement, les cellules sont susceptibles de s'allonger. Les vacuoles se divisent et envahissent tout le protoplasme qui alors prend une structure alvéolaire, chacune des vacuoles contenant une certaine quantité de corpuscules métachtomatiques*
Le glycogène peu abondant imprègne le protoplasme, mais ne paraît pas se localiser dans les vacuoles.
IV. — Endomyces Albmans (Vuillemin
Ce champignon, qui est Tagent provocateur d'une maladie bien connue, le Muguet^ est un de ceux qui ont eu le privilège d'être le plus étudiés. D'abord rapproché des Oïdium par Robin qui lui donna le nom dî* Oïdium albicans qui a prévalu , il fut considéré par Quinquaud comme un genre à part qu'il appela ISyringospora Robinii. Grawitz l'identifia ensuite avec le S. Mycodernia çini. Ress le classe parmi les Saccharomyces sous le nom de S. albicans^ nom accepté par Van Tieghem, En i885 Plaut l'assimile au Monilia candida de Bonorden, En 189Q Roux et Linossier en font un champignon spécial •caractérisé parla présence de kystes (Ghlamydospores) qu'ils considèrent comme des formes durables de V Oïdium albicans. A peu près à la même époque Laurent le rapproche des Dématiées et propose le nom de Dematium albicans. Plus tard Heim le classe parmi les Entomophthorès dans le genre Empusa. En 1896 Vuillemin découvre des asques dans V Oïdium albicans. Ces asques se forment très facilement dans les
conditions défavorables etparticnlièrementdans les vieilles cultures sur betterave. Ils débutent par la formation de kystes (chiamydospores de Roux et Linossier) qui sont capables soit de germer eux-mêmes lorsque les conditions sont favorables, soit de se transformer en asqfues et de produire à leur intérieur quatre spores ovales.t Vuillemin se croit donc autorisé à classer ce champignon dans le genreEndomyces et le désigne sous le nom à'Endonvyces albicans qu'il rapproche de VEndom/yces decipiens.
Ce champignon présente, quoi qu'on en ait dit, de grands rapports morphologiques avec les levures. Tantôt il se compose presque exclusivement de cellules levures, tantôt il est capable de donner des formes allongées ressemblant aux voiles des levures et même de produire des filaments composés d'articles assez allongés et qui lui donnent l'aspect d'un Dematium.
Sans insister sur ces détails morphologiques qui sont ici hors de notre sujet, nous nous bornerons à constater la présence de deux formes très distinctes offertes par ce champignon, Tune sur le liquide Raulin, l'autre sur tranches de carotte.
Dans le liquide Raulin lE. albicans ne donne pendant longtemps que des formes levures, très différentes de celles qu'il est susceptible de
produire dans les autres milieux. Elles ont Taspect de grosses cellules, presque entièrement sphériques et ressemblant au S. cereçisiœ. A la fin du développement, elles manifestent une tendance à s'allonger et à devenir filamenteuses.
Une forme très différente est obtenue sur tranches dé carotte. Le développement*dëbute par des formes levures beaucoup plus' petites que lès précédentes, parfois sphériques, souvent allongées. Au bout d*un certain temps on remarque là formation de cellules mycéliennes ressemblant tantôt à un voile de levure, tantôt à' un Dematium.
Dans le liquide Raulin, on observe un développemesnt très semblable à celui que nous avons suivi dans le S. cereçisiœ. On remarque dans les premiers stades la formation d'une ou plusieurs petites vacuoles à corpuscules méta-r chromatiques, au milieu d'un protoplasme très dense. Le noyau est situé au voisinage de ces vacuoles. 11 est sphérique, et possède uu diailiètre élevé pouvant atteindre jusqu'à près de Q î^. Ce noyau se différencie très facilement et avec la plupart des colorants (fuchsine, violet ' de gentiane, hémalun, bleu de méthylène, vert de méthyle.) L'iodo-iodure de potassium le met en évidence, et même un examen attentif des cellules à l'état frais le laisse quelquefois dis-
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tinguer. Une préparation bien colorée» soit à l/aide de Phémalun, soit avec le bleu de méthylène, le montre constitué d^un cjiromobtaste entouré d'un nucléohyaloplasme incolore et à^une membrane. Cependant il . offre le plus souvent l'aspect d'une masse homogène, surtout dans les préparations obtenues avea le procédé de Heidenliain*
Dans les stades ultérieurs^ on voit apparaître des vacuoles à glycogène qui envahissent les cellules comme dans le S. cereçisiœ.heB vacuoles primitives sont refoulées à la périphérie ebflna-' lement les cellules se montrent formées d'une énorme. vacuole limitée par une mince' couche pariétale de protoplasme x^nfermant un: certain nombre de corpuscules métachromatiquei» et un noyau accoîé.à la membrane (PL VIII^ ûg* 9^ lo et 11)4 Le contenu de la vacuole se présente coloré sous forme de granules analogues à q0Ux sur lesquels nous avons déjà attiré l'attention*
La division, du noyau .s'eûectue soit par allongement et étirement, soit par partage égal du chromcrblaste en deux petites masse»
nucléaires. *
Les .cellules provenant des cultures miv carotte ont une structure* peu différente* Tantôl,^ les ce^ules sont sphériques et contiennent une vacuole à coi^puscules métachromatiques eV un noyau accolé à cette vacuole, tantôt elle« sont
plus on moins allongées et il existe un certain nombre de vacuoles se succédant dans la Iongueur de la cellule. Dans la suite, il se forme des vacuoles glycogéniques à des endroits variables.
Le noyau montre quelquefois un cliromoblaste et un nucléohyaloplasme, mais souvent il paraît homogène. Sa division se produit tantôt par étirement, tantôt par scission transversale du chromoblaste (PL VIII, ûg. de i à 7). Ce dernier mode est le plus fréquent. Quelquefois même il arrive que cette division précède .l'apparition du bourgeon et peut sans doute expliquer que Vuillemin ait décrit chez ce champignon un noyau formé ordinairement de deux nucléoles et que nous n'avons jamais observé.
Dans les formes allongées on ne trouve d'ordinaire qu'un seul noyau par cellule, cependant on peut en rencontrer plusieurs.
Nous avons tenté toujours ea vain d'obtenir des spores et par tous les moyens possibles.
Depuis trois ans que nous cultivons VEndomyces albicans sur les milieux les plus variés, nous n'avons jamais eu la chance d'obtenir ni les kystes de Roux et Linossier, ni les asques de Vuillemin. Nous avons cependant essayé tous les procédés employés par ces auteurs (liquide Nœgeli, cultures sur betterave), et nous avons
eu sous la main. des cultures d'origine différente, dont trois provenaient de malades de rhdpital et dont Tautre nous avait été jenvoyée de rinstitut Pasteur.
Il eût été intéressant de pouvoir comparer le développement cytologique de ces asques avec celui des Saccharomyces.
V. MONILIA CANDIDA (HaNSEN
Le Monilia candida fut rencontré par Hansen dans la bouse de vachie et sur certains fruits sucrés. C'est une levure ressemblant, beaucoup à VE. albicans. Elle donne d'abord dans le»
solutions sucrées une vigoureuse végétation de cellules se rapprochant des Saccharomyces et, au bout de quelques jours, produit à la surface du Rquide un voile, préseijtant l'aspect un peu duveté d'une moisissure.
Ce voile est composé de cellules qui deviennent plus allongées au fur et à mesure que la culture vieillit et qui se ramifient et rappellent un peu les Oïdium et les Dematium. Hansen a assimilé ce champignon au Monilia candida de Bonorden.
Les cellules contiennent une ou plusieurs vacuoles renfermant un nombre variable • de
GUILLIBRMOND. l4
corpuscules métachromatiquç&. "Le noyau est généralement très proche de ces vacuoles. Il possède un diamètre se rapprochant de i (x ; il se montre sous forme d^un chromoblaste entouré d'un nucléoplasme incolore. On aperçoit quelquefois une membrane délimitant ce' nucléoplasme. La division s'accomplit le plus fréquemment par une coupure transversale du chromoblaste en deux parties égales (PL VIII, ïi^. de 27 à 36).
Le glycogène se localise daas des vacuoles qui se disposent à uçl endroit quelconque de la cellule, si celle-ci est allongée, ou qui occupe le milieu de la cellule, refoulant et détruisant les vacuoles à corpuscules métachromatiques, si la cellule est sphérique.
Sur carptte, le développement s'effectue très rapidement et au bout de trois jours, le substratum est entièrement envahi. On observe alors la formation de globules d'huile qui naissent dans le protoplasme; ces globules, qui apparaissent de très bonne heure sur la carotte, ne se forment que beaucoup plus tardivement dans le liquide Raulin et dans certains autres milieux. Ils ne paraissent pas servir à la nutrition du M. candida et il y a toute raison de croire qu'ils sont dus, comme chez les autres champignons que nous avons observés jusqu'ici, à un commencement de dégénérescence du pro-
toplasme^i). Vers la fin du développement les cellules sont, en eflfet^ constituées d'une très petite quantité de protoplasme et d'énormes globules d'huilé occupant une grande partie de leur volume. 11 existe encore du glycogène eç plus pu moins grande quantité, mais les corpuscules métachromatiques ont diminué préalablement dans les vacuoles quil^s renfermaient, eu subissant une dissolution analogue à celle* que nous avons constatée, au moment de la sporulation des levures.
Les formes mycéliennes peuvent posséder plusieurs noyaux par article, mais n'en contiennent typiquement qu'un seul. .
VI. TORULA NIGRA (MaRPMANN
Ce cliampignon^ découvert par Marpmann et désigné par lui sous le nom de Saccharomyces niget*^ a été plus tard étudié par Lindner et Hansen, qui lui ont donné la désignation plus appropriée de Torula nigra et l'ont considéré
(i) Nous avions observe au?»si chez VOldium lactis et notamment en culture sur carotte où le développement s*eflectue d'une manière très rapide une dégénére^ence précoce du protoplasme pianilestée par l'apparition de globules d*huile.
Çoogic
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comme appartenant pirobablemeut au genre Ctadosporium ou au genre Fumago. ^
Le Torula nigra yégète abondamment sur carotte et c'est dans ce milieu que nous l'avcoas étudié* Vingt-quatre heures après Vensemencement, la carotte est envahie par une masse gluante d'un vert noirâtre, qui est composée exclusivement de •formes levures ovales ou légèrement allongées. Quelque^ jours après, on voit naître dans les parties les m^oins humides de la carotte un mycélium très grêle^ qui surgit de la masse noire des levures et se détache en un feutrage gris.
Les formes^ levures, examinées dans les premiers stades de leur développement, présentent ordinairement deux petits corpuscules métachromatiques entourés chacun d'une zone claire, et placés aux deux pôles de la cellule. Les deux zones claires entourant ces corpuscules sont chacune l'origine d'une vacuole.
Le noyau se trouve vers le centre (PL VIU, fig. de xa à q6). Il ne se distingue que comme une masse homogène se différenciant en bleu par rhémaluA et limitée parfois par une zone hyaline de nucléoplasme.
Sa division s'effectue par scission transversale du chromoblaste.
Ces levures sont agglomérées dans un mucus qui prend une coloration rougeâtre avec
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rhémalun et contient quelques particules solides noirâtres^ auxquelles est due sans doute la couleur noire de la culture.
Au ftip et à mesure que le développement s'avance, les deux vacuoles grossissent et finissent par occuper la majeure partie de la cellule, séparées seulement par une mince bande protoplasmique qontenant le noyau. Pendant ce temps, les corpuscules métachromatiques se développent et remplissent les vacuoles de granules de formes variées.
n ne paraît pas exister de vacuoles glycogéniques.
On observe dans les cultures âgéesides formes levures qui s'allongent, se multiplient sans se séparer complètement, formant ainsi des articles capables d'émettre des bourgeons latéraux, et qui ressemblent aux voiles des levures et particulièrement aux formes mycélîennes de r^. albicans et du A/. ra;irf///a.HI!es articles possèdent une structure analogue à celle des formes levures et il n'existe le plus souvent qu'un seul noyau par cellule. Mais à côté de cela, se trouve un véritable mycélium analogue à celui des Dematium, à articles très longs avec des bourgeonnements latéraux et des ramifications (PI. VTII, fig. 22). Dans ce cas, il existe un .grand nombre de vacuoles<se succédant à intervalles plus ou moins réguliers dans Pintérieur
des articles et qui à un stade ultérieur se réunissent et subissent une évolution analogue à celle que nous avons décrite pour le D. species et VO. lactis. Chaque article possède généralement plusieurs noyaux.
Ce champignon se rattache donc très probablement aux Dématiées.
VIL — JQSTILAGO MAYDIS (CoRDA). — USTILAGO AVEN.E (ROSTRUP)
Nous avons tenu à compléter ces recherches par une étude des formes levures des Ustilaginées qui, par leur aspect, présentent de même que les Dématiées une étroite relation avec les véritables levures.
Cette étude lut déjà entreprise par un certain nombre d'auteure.
Mœller constate dans lesconidies levures des Ustilaginées une structure très voisine de celle qu'il avait étudiée chez les levures, avec un seul noyau par cellule. Dangeard arrive aux mêmes* résultats.
Au contraire von Istwanfî observe dans les formes levures d'uç certain nombre d'Ustilaginées la présence, de trcys noyaux, Tun au centre de la cellule, les deux autres occupïint
les deux pôles.. Dans certaines de ces formes ae levures {Ustilago anthrarum)^ la multiplication du noyau précède le bourgeonnement et l'on peut trouver, d'après lui, un grand nombre de noyaux par cellule. 11 remarque en outre qu'il existe toujours un rapport entre la position des noyaux et la naissance des*bourgeons.
On doit à Maire une étude très complète sur les conidies levures de VUstilago maydis. Cet observateur constate comme Mœller et Dangeard une grande analogie de structure entre les conidies levures de VUstilago mœydis et les Saccharomyces.
Tl différencie un noyau, qui dans les nîeilleures préparations se montre constitué d'un nucléohyaloplasme incolore, limité par une membrane, et dans lequel se trouve un karyosonie fortement coloré. Dans les premiers stades du développement, il observe aux deux pôles de chaque cellule un corps sphérique, d'aspect réfringent, que Dançeard avait pris pour un globule oléagineux. Ces globules ne possèdent pas, d'après lui, les propriétés des corps gras ; iJs se colorent en rouge vineux par l'tématoxyline et*le bleu de méthylène et sont entourés d'une zone hyaloplasmique incolore.
Maire les assimile à juste titre avec les corpuscules métachromatiques de Babès. Les noyaux placés ati milieu de la cellule se distinguent de
ces granules par la coloratipn bleue qu'ils prennent avec Thémalun.
Plus tard, Maire figure des vacuoles occupant une grande partie de la cellule fies corpuscules métachromatiques se placent alors tout autour de ces vacuoles, après avpir augmenté considérablement de nomUre.
Il considère ces granulations métachromatiques comme des grains de sécrétion, formés de produits de rebut qui encombrent de plus en plus la cellule dont la vitalité se ralentit.
La division de ce noyau s^effectu^rait par les deux procédés que nous avons rencontrés, l'un serait une division directe (allongement et étirement des noyaux), l'autre (scission du chromoblaste) appartiendrait à un mode intermédiaire entre la division directe et la karyokinèse.
Nous avons étudié l' Ustildgo mardis et l' Ustilago agence.
Les conidies levures de VUstilago maydis ressemblent à de petites levures: elles sont allongées, pointues à leurs deux extrémités. Au commencement de leur développement, elles montrent un protoplasme homogèpe dans lequel on distingue deux petites vqcuoles renfermant chacune un ou plusieurs corpuscules métachromatiques et placées à chaque pôle de la cellule (PI. VIII, fig, de 48 à 57).
Le -noyau est unique dans chaque- cellule;
îl se trouve situé au centre ; très souvent il apparaît comme une masse sphérique et homogène, mais dans les bonnes préparations il laisse parfois apercevoir un chromoblaste^ un nucléoplasme incolore et une membrane. Sa division se produit presque toujours par une coupure transversale du chromoblaste primitif.
Le bourgeonnement se fait le plus souvent aux extrémités terminales de la cellule, mais il peut également s'accomplir sur les côtés latéraux de la cellule; souvent la naissance des bourgeons coïncide avec la position des noyaux comme Itswanfi l'avait montré, mais il ne paraît pas y avoir là une règle générale.
Outre le bourgeonnement, on remarque souvent un partage de la cellule par une cloison médiane apparaissant au milieu des cellules les plus allongées. Dans qyelques cas ce partage est accompagné de phénomène^ de dégénérescence ; une portion de la cellule entre en dégénérescence, tandis que la partie active du prc(toplasme se concentre sur une moitié de la cellule et se sépare du reste par la formation d'une cloison médiane (PI. VIII, fig. 56).
A\i cours du développement^ les vacuoles s'élaVgisseut et arrivent à occuper la majeure partie de la cellule, en même temps que les corpuscules métachrômatiqiies augmentent de nombre. .
Le glycogène paraît rester localisé dans le protoplasme.
Nous avons donc observé chez YUstilago maydis une structure à peu près conforme à celle qu'avait décrite Maire; cependant ce dernier n'avait pas remarqué que les zones hyalines entourant les corpuscules métachromatiques au début du développement étaient l'origine des vacuoles et que ces corpuscules étaient presque toujours situés dans l'intérieur des vacuoles.
UUstilago avenœ possède des conidies levures de dimensions supérieures à celles du précédent. Ses cellules sont tantôt ovales, tantôt très allongées et terminées en pointe à leurs deux extrémités. Dans ces dernières, on constate parfois la formation de cloisons médianes.
Dans les jeunes cellules, on distingue le plus souvent un grand nonjbre de vacuoles, de taille variable, généralement très petites et disposées d'une manière quelconque dans un protoplasme d'apparence homogène. Les unes contiennent du glycogène, les autres renferment des *corpuscules métachromatiques, ces dernières sont ordinairement vers le centre de la cellule. Au fur et à mesure que le développement s'effectue, ces vacuoles se multiplient, augmfnterit de volume et arrivent à donner au protoplasme une belle structure alvéolaire (PI. VIÏÏ, fîg. de 37 à 43). * ' .
Le noyau est soit au centre de la cellule, soit contre la membrane. L'hématoxyline de Heidenhain le différencie avec un niicléoplasme incolore^ un chromoblaste souvent excentrique et une membrane limitante.
Sa division se fait par le procédé habituel de scission du chromoblaste (PI. VIII, fig. de 44 ^
Cette structure présente un intérêt toutii fait
particulier à cause de V aspect alçéolaire du protoplasme. Déjà, dans les cas précédents, nous avons appelé Fattention sur ce caractère du protoplasme, mais le phénomène ne s'était jamais présenté d'une manière aussi caractéristique. Chez les bactéries, Bûtschli et un certain nombre d'auteurs ont vu ui\e structure semblable avec une partie médiane à protoplasme * plus fortement ^coloré et contenant un grand nombre de corpuscules métachromatiques qui n'existent pas dans la couche corticale. L'existence de telle structure chez les levures avéb des vacuoles à corpuscules métachromatiques au centre et vacuoles glycogéniques à la périphérie, ces dernières mal délimitées dans leur contour, pourrait peut-être mettre un doute sur le corps central décrit par*Butschli(i); c'est
(i) Le corps central ^e Bûtschli a d'ailleurs gté contesté, dans ces dernières années, par plusieurs observateurs. Vjedosky a décrit chez certaines bactéries une structure
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du reste Ta vis de Kunstler qui a fait des obdervatij)n8 comparatives avec les levures.
En outre, nous ^vons vu combien ces vacuoles étaient changeantes, se multipliant, se fusionnant. Dans ces conditions, on ne pourrait donc pas les considérer comme des organes au sens de de Vries et Van Tieg4iem (i). Déjà cette observation avait été formulée par Matruchôt, à propos de la structure des Morterellées ; c'est également notre opinion.
VIII. - Résumé
Nous avons donc, dans ce chapitre, confirmé ' les résultatsde nos observations antérieures, par un examen plus rapifle d'un certain nombre de •
assez voisine de cell^ que nous avons observée chez les levures avec deux vacuoles polaires et un protoplasme très dense au iTiilieu de la cellule. Dans cet espace protoplasmique, l'auteur remarque toujours un petit corps sphérique se colorant plus fortement, que le reste du protoplasme qui, selon lui, représenterait le noyau. Il est possible que la structure alvéolaire du protoplasme des bactéries ne se montre, comme chez les levures, qu'à certains stades du développement, et l'existence d^ corps central est loin d'être démontrée, (i) Le fait que les vacuoles pénètrent dans les jeunes bourgeons ne pyaît pas être suffisant pour les faire regarder comme des hydroleucites ; il est naturel qu'elles s'y introduisent avec le protoplasme.
levures ou de formes levures ; quelques-unes n'avaient pas encore été l'objet d'observations histologiquôs (7". nigra^ S. kefir^ S. apiculatus). Gomme partout ailleurs, nous avons retrouvé un noyau déforme très simple^ mais dont la présence est indéniable, et des corpuscules metachromatiques presque toujours localisés dans les vacuoles. Ëdfin, comme nous l'avions fait remarquer antérieurement à propos du D. species^ il n'existe aucune distinction histologique entre les formes* levures (i) des moisissures et les véritables levures, qu'elles appartiennent à un Dematium ou à un Ustîjago.
(I) Nous ne parlons ici que des formes letures typiques et non de celles qui s'écartent des vraies levures par leurs caractères morphologiques, telles que les formes dissociées des Mucorînées.
CHAPITRE Mil
Recherches sur les corpuscules m^tachromatiques •
Nous avons assimilé les corps réfringents, que nous avons si souvent rencontrés dans les vacuoles des moisissures ou des levures, aux corpuscules piétachromatiques de Babès et aux grains rouges de Bûtschli. Nous pensons qu'il n'est pas inutile, ep terminant cette étude, d'insister sur ces corps^ signalés dans beaucoup de micro-organismes qui ont été très ditersement considérés sous des noms différents et ont amené sur cette question une inextricable confusion.
Ces corps, ainsi que nous l'avons dit, se caractérisent par leur aspect réfringent, par les mouvements brow^nîens dont ils sont animés, par leur coloration à l'état vivant par le bleu de
méthylène, enfin par la coulenr intensive en' rouge qu'ils prennent par beaucoup de matières colorantes et notamment par Thématoxyline et le bleu de méthylène.
, Historique. — Les corpuscules métachroma-
tiques furent d'abord découverts chez les Gyanophycées et les Bactériacées, Ernst (1888) est un des premiers qui ait appelé l'attention sur ces corps. Cet auteur observe dans un premier mémoire des corpuscules qui se différencient à l'aide d'une double coloration au
bleu de méthylène et au brun de Bismarck :
ils se colorent en brun intense et se détachent, sur un protoplasme jaune. Us ont une forme essentiellement variable ; les plus gros ont Vapect de gouttelettes ; ils sont presque toujours entourés de plus petits. Ils se fusionnent entre eux et les uns paraissent s'accroître aux dépens des autres. Ernst, 'qui ne les avait remarqués que chez des espèces ne fournissant pas de spores, est amené à leur donner la. signification d'organes analogues à des spores.
Dan*s une étude postérieure, il les retrouve chez des bactéries sporogènes et il observe que les spores de ces organismes résultent «de la fusion de ces corpuscules accompagnée d'une modification chimique de leur
Substance» Aussi les désigne-t-il sous le nom de grains sporo gènes; il serait disposé à leur attribuer la valeur de noyaux. Leur résistance à Faction des liquides de digestion, leur division, qu'il croit avoir constatées dans certains cas, Tautorisent à cette conclusion.
Plusieurs années avant Ernst, Neisser (1884) avait déjà décrit des corpuscules analogues. JLl remarquait que leâ organismes pourvus de ces corps manifestaient une plus grande résistance contre la chaleur que ceux qui n'en possédaient pas et inclinait à les considérer comme des spores.
Babès (1889), colorant certaines bactéries et notamment le bacille de la diphtérie à l'aide d'une solution de bleu de méthylène concentrée, diflférencie également des granules qui se colorent en violet ou en rouge dans un protoplasme bleu. Leur apparition fréquente aux extrémités des bacilles et dans les endroits où se produit la segmentation l'amène à leur attribuer un rôle dans l'a division cellulaire. Hésitant à en faire de véritables noyaux, il leur donne le nom plus prudent de corpuscules métachromatiques p que nous avons conservé. •
En même temps, un nombre considérable d'auteurs signalent ces mêmes corps chez les Gyanopbycées et chez les Bactériacées et les considèrent très diversement, soit comme des
arthrospores (Hueppe), soit comme des noyaux ou plus ordinairement comme des grains de chromatine disséminés dans le protoplasme (Schmitz, Strasburger, Steinhaus, Zacharias, Warlich, Deinega, Protopopoff, Trambusti et Galeotti, F. Marx, Sjœbring, Hiefonymùs, • Mitrophanow, Schewîakoff, Stockmayer, Lœffler, Klebs, Grouch, Zukal, Palla, Nadsoji).
•Bunge (1898), reprenant les observations de Ernst, démontre que les grains sporogènes de cet auteur sont absolument étrangers à la formation des spores. Il distingue dans les bactéries deux catégories de granules, les uns qui se colorent difficilement et qui par leur concentration . constituent les spores ; les autres (corpuscules de Ernst et Babès) qui possèdent une grande affinité pour les colorants et ne partiéipenti pas à la formation des spores, mais qu'au contraire on retrouve dans le protoplasme non utilisé, après rapparition des spores.
Bûtschli (1890-1896) différencie également dans les mailles du protoplasme des Cyanophycées et des Bactériacées des globules sphériqijes, qui prennent une coloration rouge par Fhématoxyline et le bleu de méthylène. Ils sont presque tous localisés dans le corps central (que Bûtschli regarde comme noyau) et pour cela, cet auteur les considère d'abord comme
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des grains de chromatine. Dans un second mémoire, il reconnaît qu'ils n'ont pas les propriétés microchimiques de la nucléine, et comme, d'autre part, il les retrouve en dehors du noyau chez différents microorganîsmes (Diatomées, Flagellées, algues filamenteuses), il renonce à sa première manière de voir.
Lauterborn (1896), dans une étude histologîque sur les Diatomées, mentionne la présence de ces grains rouges de Bûtschli. Ils sont disposés le plus souvent dans le protoplasme, quelquefois cependant ils occupent certaines vacuoles, dans lesquelles ils sont animés de mouvements browniens. Cet observateur les rapproche, par leur pouvoir de se colorer à l'état vivant par le bleu de méthylène, des Phj^sodes de Crato (i), des Karyoïdes de
(i) Crato observe chez les Phéosporées et quelques Clilorophycées des corps réfringents placés dans les ncpuds d'un protoplasme réticulé et qui sont animés de mouvements browniens. Il les désigne sous le nom de Ph}'sodes, Ces corps lui jmraissent jouer un très grand rôle dans la nutrition de ces algues. Ils se colorent par le bleu de méthylène à rétat vivant.
Crato montre par une série de réactions microchimiques qu'ils contiennent de la phloroglucine. Comme il les retrouve dans ïElodea Canadensis et dans les poils iVUrtica piluliferû, il pense ([ue ces corps seraient peutêtre très répandus chez les végétaux .
Palla (i) et de certains corps découverts par Raciborski (2) et Schilling chez les plantes aquatiques. •
Le fait qu'ils disparaissent pendant la division du noyau lui fait [penser qu'ils jouent le rôle» de produits de réserve,
Fischer (1897) «considère ces granules comme des produits de réserve ou d'assimilation ; il ignore si ce sont des hydrates de carbone ou des matières protéiques.
Kunstler et Busquet (1897) retrouvent les grains rouges chez un très grand nombre de micyoorganismes (Ciliées, Flagellées, Sporozoaires, urnes parasites des Siponcles) et pensent qu'ils résultent simplement d'un phénomène de diffraction^ sans présenter aucune autre valeur morphologique commune. Ces colorations rouges s'observeraient en efifet dans des condi-
(i) PaUa remarque dang les Conjuguées des corps situés autour du chromatophore dans lê voisinage du noyau, qui se colorent par Téosine et qui sont animée de mouvements . Il estime (jue ce seraient peut-être des corps nucléaires comparables aux micronucleus des intusoires. Il leur donne le nom de Karyoïdes.
(a) Raciborsky et Schilling ont découvert chez certaines plantes aquatic[ues (feuilles de Myriophyllum) des granules réfringents ressemblant à des globules d'huile et placés autour du noyau. Ces corps se colorent à Tétat vivant par le bleu de méthylène et présentent avec les solutions de vanilline la réaction de la phloroglucine. *
• tions très diverses, non seulement en présence de presque toutes les matières colorantes, mais par Faction de certains réactifs chimiques et ^ môme dans le protoplasme vivant.
Matruchot et MoUiard (1900) constatent dans le Stichococcus bacillaris la présence de grains rouges, qui augmentent de nombre, lorsqu'on ajoute à Peau dans laquelle il vit une certaine quantité de sucre ou de peptone. Aussi croientils pouvoir leur attribuer le rôle de matières de réserve.
Les corpuscules métachrojnatiques donnèrent • lieu, dans ces dernières années, à un gi^and nombre de travaux/îhez les bactéries. Vlad Ru- • sicka, Ziemann, Wagner, Meyer, Feinberg, Nakanishi, Hinze ont décrit des noyaux qui paraissent se rattacher à ces corps. Tout dernièrement encore H. Marx et Woithe (^900) dans une longue étude sur les corps de Ernst et Babès montrent qu'ils n'apparaissent que dans les meilleures conditiotts et au moment du maximum de vitalité des bactéries. Ils les considèrent comme des grains de chromatiriedont ladifféren-* ciation ne se produirait qu'à certains moments.
Leur présence serait en relation avec la virulence d'une culture ; elle pourrait servir de tîritérium du degré de virulence des bactéries et être utilisée dans le pronostic des maladies. ■ Cette assertion fut longuement discutée dans
ces derniers temps. Kromp.echer^ Ascoli, Gauss (1901*1902) réprirent la question et n'arrivèrent pas à vérifier cette prétendue loi. .
Krompecher (1901) distingue dans les bactéries deux cfitégories de granules : les uùs sont contenus dans un protoplasme périphérique et se teignent en bleu foncé par le bleu de méthylène ; ce seraient les corps de Ernst et Babès.Les autres, placés dans une zone hyaline qui occupe le centre de la cellule, prendraient, une coloration rouge par le bleu &e méthylène. 11 donne à^ ces derniers le nom de corpus(Ailes métachromatiques ; ce sont eux qui formeraient les sports en se concentrant. Au moment où ils naissent, ils sont très petits et ne s'aperçoivent que par une coloration rouge uniforme qu'ils donnent au protoplasme hyalin du centre d6 la cellnle (i).
Ces divergences d'appréciation décident Ernst (1902) à reprendre ses recherches sur la structure des bactéries. 11 étudie un grand nombre de bactéries et de champignons, qu'il colore à l'état vivant au moyen du rouge
(i) Ces deux catégories de cor})» nous paraissent être identiques; leur distinction reposerait peut-être uniquement sur les variations de couleur que présentent les corpuscules métachromatiques vis à vis du bleu de méthylène qui donne tantôt des colorations bleu foncé, tantôt des coloration violettes.
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neutre ou du bleu de mélhylène. Il remarque de noureau les corps qu'il avait précédemment signalés: ces corps, très variables par leurs dimensions, sont animés de mouvements dans rintérieur des vacuoles dans lesquelles ils sont presque toujours contenus ; les uns se colorent intensivement, les autres ne fixent pas les matières colorantes. Il constate qu'ils sont capables de se diviser (i). Souvent aussi ils sont expulsés de la cellule, traversent la membrane et on lés retrouve dans le milieu ambiant, tout autour des cellules (a).
Ernst abandonne sa première opinion et les considère désormais comme des plashiosomes analogues à ceux d'Altmann et d'Arnold.
Ces mêmes corps ont été souvent retrouvés chfez un certain nombre de champignons ; . ils y ont été jusqu'ici fort mal étudiés. Beaucoup d'observateurs, s'occupant uniquement de mor-
(i)Nous avons observé de notre côté des figures où les corpuscules métachromatiques paraissaient se diviser et il est possible, qu'au moment de leur dissolution, leur diminution de taille provienne en partie de leur fragmentation. • (a) Le fait nous parait étuange ; nous avons bien remarqué dans les vieilles cultures des cellules entourées d'un grand nombre de granules réfringents, mais ces granules ne sef coloraient jamais et nous ne nous sommes pas demandé s'ils provenaient d'une sécrétion des cellules om du milieu de culture. Quoi qu'il en soit, il nous paraît inadmissible qu'ils soient dus à une expulsion des corpuscules métachromatiques.
phologîe, ont signalé des granules réfringents animés de mouvements browniens dans Fintérieur des vacuoles, mais sans se préoccuper de leur signification.
Dangeard paraît les avoir pris dans beaucoup de cas pour des globides d'huile avec lesquels ils ont une gçande ressemblance.
Cependant dans un dernier mémoire sur le Polyphagus Eaglenœ^ il découvre des corps id'apparence globulaire qu'il avait d'abord pris pour des globules oléagineux et qu'il ,consi- , dère maintenant comme des éléments de nature et de rôle inconnus qu'il désigne sous le nom de cœnosphères . Ces corps, bien qu'ils ne paraissent pas avoir absolument les mêmes caractères que les corpuscules métachrpmaliques, pourraient peut-être s'y rattacher.
Bûtschli constate la présence des grains rouges chez quelques champignons mycéliens.
Babès et Protopopoff avaient également retrouvé chez VActinornyces les mêmes granules qu'ils avaient différenciés chez les bactéries.
Vlad-Rusicka, Ziemann, Krompecher,* mentionnent chez certains champignons la présence de corpuscules fortement colorables par le bleu de méthylène.
Maire et Guégen figurent les corpuscules métachromatiques Pun . chez VU. mardis, l'autre chez le P. glaucum. .
Biffen observe dans une moisissure trouvée par lui dans la noix de coco des corps qu'il dislingue des noyaux et qu'il décrit comme grains de protéine. C'est très probablement aussi à ces corpuscules métachromatiqties qu'il faut rattacher les grains de protéine trouvés par Hartog ■ chez les Saprolégniaçées.
Beaucoup d'auteurs les ont signalés chez les levures^ en leur donnant des significations diverses, mais fort peu ont eu l'idée d^ ^ les cojmparer avec les granules observés chez les bactéries. Ils les considèrent, comme nous . l'avons vu au cours de notre travail, soit comme des grains de chromatine, soit comme des produits de dégénérescence, soit comme .des globules d'huile, soit enfin comme des produits de réserve (protéine, ou matière nucléo-albuminoïde)..(Krasser, Raum, Mœller", Hieronymus, Fischer et Brebeck, Eisenschitz, Gurtis, Buscalioni, Janssens et Leblanc, Gasagrandi, Wager, Kunstler, R. et W. Albert, Ernst).
Tokishige a décrit chez une levure pathogène des globules de taille variable qu'il prend pour des spores et qui paraissent être aussi. • des corpuscules métachromatiques. (Comparez les figures de la planche IX à celles de Tokishige.)
Seuls, Raum et Kunstler ont cherché à- les mettre en relation avec les corpuscules des bactéries, le premier on les rapprochant des grains
sporog^nes de Ernst, l'autre en les assimilant aux grains rouges de Bûtschli.
Les eorpHscules métachromatiques se rencontrent donc chez un grand nombre de microorganismes (protozoaires , algues , champignons), et p*araissent at^oir un rôle important dans leur vie.
Action des colorants. — Nous avons vu précédemment que ces corpuscules prenaient une coloration rouge avec la plupart des matières colorantes.
Le bleu de méthylène les colore à l'état vivant comme l'a fait remarquer Lauterborn* Si l'on porte, en effet, quelques cellules vivantes dans une solution dé bleu de méthylène, le protoplasme reste ordinairement incolore, et les corpuscule^ métachromatiques fixent la couleur, tout en conservant leurs mouvements browniens dans l'intérieur des vacuoles.
, Ces corpuscules métachromatiques ne paraissent pjis jouir des mêmes propriétés avec les autres matières dolorantes.
Un fait qui mérite d'appeler notre attention est la variabilité que peut présenter la coloration de ces 'corps. Certains fixateurs, ttels que l'alcool, le sublimé ou la chaleur, sont très favorables à leur coloration; ati contraire l'acide picrique, la solution de Flemming peu-
vent l'entraver et il est nécessaire (^e soumettre les objets fixés par ces procédés à un très long lavage, si Ton veut <»btenir leur différenciation.
De plus les colorations peuvent, avec une même matière colorante, donner des teintes très différentes suivant la durée de la coloration ou de la décoloration.
L'hématoxyline donne aux corpuscules métachromatiques, au bout de quelques minutes, une teinte rouge pourpre ; si Ton prolonge un peu plus longtemps la durée de la coloration, la teinte rouge s'assombrit et passe au rouge foncé ou noirâtre. La partie phériphérique de ces corpuscules, lorsqu'ils atteignent un diamètre un peu élevé, apparaît toujours avec une teinte beaucoup plus foncée que le centre.
Ces corps se différencient leis premiers avec rhématoxyline, avant même que le protoplasme et le noyau aient commencé à subir l'action du colorant, et ils résistent les derniers à la décoloration. Les solutions d'alun à i p. jloo les décolorent cependant asse^ facilement, en conservant la coloration du noyau.
Avec rhémato:?#yline au fer, le» corpuscules métachromatiques se colorent intertsivement en noir, mais presque toujours ils disparaissent avant le noyau lorsque les préparations ont été décolorées longtemps à l'alun de fer.
Le bleu de méthylène fournit des colorations extrêmement variables : tantôt les corpuscules apparaissent d'un bleu intense, tantôt ils ont un reflet violet, tantôt enfin ils sont nettement rouges et cette inégalité de coloration peut exposer à de graves erreurs. On peut dire d'une manière générale qu'une action trop rapide du colorant sur la préparation donne une teinte bleu foncé ou violette, alors qu'une action plus longue produira la coloration rouge caractéristique (PL IX, fig. 17 a 25).
De même que l'hématoxyline, le bleu .de méthylène fait apparaître les corpuscules métachromatiques avant que le reste de la cellule ait commencé à fixer la couleur. Mais contrairement à ce que l'on observe avec l'hématoxyline, leur décoloration se fait très rapidement et précède celle du protoplasme. Il ne 'faut donc pas prolonger trop longtemps le lavage ; cependant si l'on prend la précaution de le surveiller au microscope, on peut arriver à un point où les corpuscules se montrent tous colorés en rouge pâle avec une enveloppe d'un« nuance plus intense et d'un bleu violacé.
On obtient alors de très intéressantes préparations où ces corpuscules apparaissent très nettement avec leurs formes et l«urs caractères spécifiques. Tantôt on en trouve d'énormes,
ordinairement sons fortne de grosses boules sphériques, rarement ovales; quelquefois leur contour est irrégulier et celte irrégularité paraît occasionnée par une fusiop récente de plusieurs de ces corps. T|intôt ce sont de petits granules assemblés les uns autour des autres et se dispo-* sant à se fusionner.
Dans le cas où il se produit des phénomènes de dissolution, ils paraissent prendre une couleur rouge ou violette plus accentuée, puis' diminuent de taille et de nombre ; on ne les voit plus que sous forme de petites granulations de couleur violacée, englobées d'hne substance paraissant liquide, qui se colore avec la môme nuance rouge pâle que nous venons de signaler au centre de ce^ corps, dans les préparations bien décolorées, obtenues avec le bleu de méthylène. Il semble donc que dans les stades de dissolutien la coloration devienne beaucoup plus franchement rouge. * ^
De même, lorsqu'on presse une préparation colorée par le bleu de méthylène ou par Thématoxyline, de façon à écraser les corpuscules métachromatiques, ceux-ci prenneni une nuance d'un rouge plus accusé.
iVvec le bleu polychrome la coloration de ces corpuscules métachromatiques est toujours d'un rouge vif.
Le vert de méthyle produit des colorations
d'abord d'un vert intense, qui prennent une nuance violacée, rarement rougeâtre, si l'on 'prolonge la coloration. La teinte violette ou rougeâtre est également plus accentuée au centre de ces corps qu'à la périphérie.
Le violet de gentiane, le violet de méthyle
• colorent également les corpuscules métachro-
matiqueg avec la couleur rouge caractéristique.
La fuchsine, le rouge de Magenta, le carmin,
la safranine les teignent en rouge foncé.
Les mélanges de fuchsine et de bleu de méthylène ou de vert de méthyle donnent au protoplasme une couleur violette et |lux corpuscules une teinte vert ou bleu intense, si le vert de méthyle ou le bleu de méthylène sont en quantité suffisante ; d^s le cas contraire, les corpuscules fixent la fuchsine.
Les mélanges de bleu de méthylène et d'éosine colorent le protoplasme en violet et les corpuscides en bleu intense avec parfois des reflets violacés.
Lfe brun de Bismarck n'agit sur les corpus- ' cules métachroiliatiques que lorsque la préparation est chauffée et leur donne alors une belle coloration d'un brun rougeâtre avec une jjaroi plus sombre que le centre.
Les mélanges de brun de Bismarck et de bleu
» de méthylène teignent le protoplasme en jaune
et les corpuscules se détachent en brun foncé.
Dans les doubles colorations à Piodo-iodure de Gram et au vert de méthyle, employées par nous pour différencier à la fois les corpus- ' cules et le glycogène, ces corps prenaient également une teinte d'un brun foncé.
La nigrosine paraît donner aux corpuscules métachromatiques une très légère nuance noi- • ràtre. L'éosine, le rose de Bengale, le rouge du Congo, les laissent toujours incolores.
Cette longue énumératîon des caractères de ces corps vis-à-vis des colorants était indispensable pour essayer d'éclaircir le problème de cette métachronjasie qui les caractérise.
Nous avons vu que Kunstler et iBusquet Tattribuent à un simple phénomène de diffraction et non à une coloration. Ces phénomènes de diffraction très fréquents dans le protoplasme des microorganismes laisserait à penser, d'après eux, que ces corps ne correspondraient à aucun organe spécifique de la cellule. Nos observations ne peuvent laisser aucun doute sur leur existence et sur leur haute importance, puisqu'ils atteignent quelquefois des dimensions considérables et se distinguent très facir lempnt à l'état fçais. Mais pour ce qui regarde l'explication de cette coloration, la question est un peu plus délicate. Il ressort de l'examen que nous venons de faire que cette teinte n'est • pas toujours rouge : elle peut être bleu foncé
avec le bleu de méthylène et verte avec le vert de méthyle suivant certaines circonstances. Avec les mélanges de brun de Bismarck, de ^ bleu de méthylène avec le vert de méthyle après traitement à Tiodo-iodure de potassium, elle est d'un brun noirâtre ; avec Thématoxyline de Heidenhain, elle est noir foncé. Le fait de la coloration est donc indéniable.
Quant à la métachromasie, elle est sujette à de grandes variations, mais des observations méticuleuses nous montrent en réalité, dans chacun de ces corps, une partie centrale qui parait surtout prendre une coloration rouge, alors que la partie périphérique apparaîtrait avec une nuance beaucoup plus voisinç de celle du colorant employé. Il semble donc que la coloration puisse s'effectuer comme s'il existait dans ces corpuscules un mélange de deux substances, dont l'une, plus abondante au centre, jouirait de propriétés métachromatiques vis-àvis de beaucoup de colorants, et dont l'autre %e colorerait plus normalement. Suivant que l'une serait plus colorée que l'autre, ils paraîtraient plus ou moins métachromatiques et ainsi s'expliqueraient ces singulières variations que nous avons observées avec une môme matière colorante. Le fait que la couleur rouge est toujours plus manifeste lorsqu'on écrase la préparation et dans les phénomènes de disso-
lution paraît d'accord avec cette manière de voir.
, D'autre part, si on fait varier le point de l'objectif dans une préparatioix colorée, la couleur rouge de ces corpuscules conserve toujours la même teinté, sans subir aucune modification. D'un autre èôté, nous avons essayé l'action d'un grand nombre de réactif g chimiques, qui, contrairement à ce qu'avaient cru remarquer Kunstler et Busquet, ne nous ont jamais donné de phénomènes de diffraction.
Nous croyons donc pouvoir affirmer, bien que l'on ne connaisse aucune substance capable de faire virer au rouge' le bleu de méthylène (i), qu'il s'agit bien, comme le pensait Bûtschli, d'un phénomène chimique qui modifierait les matières colorantes et non de phénomènes physiques comme le voudraient Kunstler et Busquet.
Action des réactifs chimiques. — Nous avons cherché à nous éclairer sur la nature de ces corpg en observant la manière dont ifs se comportent devant quelques réactifs chimiques.
(i) Massaii; a attribué cette coloration à la présence de rouçe de méthylène dans le bleu de méthylène, mais s'il en était ainsi, on ne remarquerait pas des phénomènes analogijes avec d'autres matières colorantes (violet de gentiane, hématoxyline, vert de méthyle).
Nous avons déjà dit qu'ils ne possédaient pas. les propriétés de la nuctéine. Ces faits spnt loin de correspondre aux réactions observées par les différents auteurs qui les ont étudiés : lefs uns ne leur trouvent aucune analogie avec la nucléine; d'autres, au contraire, constatent qu'ils montrent des réactions voisines de celles de la nucléine.
Ces réactions microchimiques sont en effet fort délicates. Beaucoup d'auteurs ont cherché à colorer les cellules après les avoir traitées par divers réactifs chimiques ; or nous avons vu que ces corpuscules étaient susceptibles de perdre très irapidement leur affinité pour les matières colorantes et souvent de ne pas la retrouver même après un lavage prolongé. Il est donc nécessaire de ne pas attacher trop d'importance aux colorations, qui ne prouvent pas grand' chose et de choisi? pour ces études des organismes suffisamment gros pour pouvoir s'appuyer exclusivement sur un examen sans coloration.. Enfin il faut tenir compte de la membrane qui dans beaucoup de cas peut être un obstacle sérieux à la pénétration des réactifs. Aussi ne peutron attribuer qu'une valeur très relative à la microchinrie et ceci nous permettra dépasser rapidement sur cette question.
Quoi qu'il en •soit, ces corps nous ont paru résister après un traitement de quarante-huit,
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heures dans la pepsine additionnée d'acide chlorhydrique et à une température de 35^ Au contraire, Raum, Lauterborn, Janssens et Leblanc ont constaté leur digestion par la pepsine. Cependant dans ces derniers temps, R. et W. Albert, ayant découvert un procédé pour tuer les cellules de levures sans altérer leurs -diastases,' trouvent dans le S. cereçisiœ une enzyme protéolytique d'une très grande énergie. En plaçant les cellujes de levures tuées à l'aide de ce procédé dans l'eau distillée à aS**, cette enzyme digère toutes les substances albuminoïdes contenues dans les cellules. Ils colorent ces dernières à toijs les stades du phénomène et constatent dans le protoplasme des granules assimilables aux grajiules de Hieronymus qui résistent à l'enzyme. Ils les considèrent donc comme étaiit peut-être de nature nucléique.
. D'autre part, nous avons obtenu avec le réactif de Millon une teinte rose du protoplasme, mais jamais de corpuscules. Cet ensemble de faits ne paraît pas devoir les faire condidérer comme des matières protéiques. '
Lauterborn ^es rapproche, comme on a vu, des physodes de Cratô, qui d'après cet auteur seraient surtout formés de phloroglucine. Nous avons essayé avec beaucoujJ de sôih chez un grand nombre de champignons les réac- *
lions indiquées par Grato et entre aijtres la vanilline dissoute dans Facide chlorhydrique, mais jamais nous n'avons pu constater aucun indice de la présence de cette substance dans les corpuscules métachromatiques . D'autre part, le fait que les pkysodes se colorent à l'état vjvant par le bleu de méthylène ne nous paraît pas suffisailt pour nous permettre d'établir une
liaison entre ces deux catégories de corps.
Variations dans les cultures. — Nous avons pensé que l'on pourrait peut-être recueillir d'utiles renseignements sur ces corps, par l'examen bistologique de cultures provenant de milieux de composition chimiqVie variée. Pour cfela nous avons employé le liquide Raulin, que nous avions remarqué ccvmme très favorable à leur production. Nous supprimions les matières organiques : sucre, acide tartrique; ou bien nous éliminions tpus les corps azotés (azotate d'ammoniaque, phosph'ate d'ammoniaque, sulfate d'ammoniaque); nous prenions certaines précautions pour éviter autant que possible les impuretés (i) (lavage* du flacon et séjour des spores à ensemencer dans
(i) Il est évident que les liquides ainsi composés ne pouvaient être que d'une pureté très relative. D'ailleurs,' s'ils avaient été chimiquement purs, le champignon n'aurait pas trouvé les aliments nécessaires pour se développer.
Feau distillée, etc.), et nous comparions les résultats obtenus à une culture témoin sur liquide Raulin complet.
Nous avons fait ces expériences avec un grand nombre de champignons, en choisissant de préférence ceux qui, par l'abondance des corpuscules métachromatiques, par leur dimension et leur facilité d'alimentation, présentaient les conditions les plus favorables {Sterig. nigra, Asp. variabilis, P. glaucûm^ D. species)^ quelques levures ne produisant pas de spores (S. mjyc. vini^ S. m. cereçisiœ. Mon. candida^ End. albicans).
Malheureusement iîes expériences ne nous donnèrent pas lés résultats que nous attendions.
Les champignons cultivés sur le liquidte Raulin complet fournissaient une grande abondance de corpuscules métachromatiques et ceux ensemencés sur les liquides sans matières organiques 9U sans azote en donnaient également, mais en très faible quantité. Cependant il nous a semblé dans certains cas que ces corpuscules étaient légèrement .plus nombreux dans les liquides renfermant de l'azote que dans ceux qui en étaient dépourvus. D'autre part, les liquides très riches en azote (peptone) en produisaient une quantité un peu plus forte que les milieux où l'élément dominant était hydrocarboné.
Rôle. — On a^ beaucoup discuté* sur le rôle des corpuscules métachromatiques. En dehors des- nombreux auteurs qui les ont confondus avec des grains de chromatine, il en est quelques-uns qui les ont pris, pour des produits de dégénérescence protoplasmique, très peu les ont considérés comme matières de réserve (Fischer, Lauterborn, Matruchot et MoUiard).
L'ensemble de nos observations paraît cependant leur attribuer définitivement ce rôle. Leur présence dans les filaments en voie de croissaùce, leur pénétration dans les bourgeons, leur abondance dans les parties fructifères des moisissures, leur absorption dans Tépiplasme des Ascomy^ètes et des levures, leurs phénomènes de dissolution apparaissant régulièrement chez les levures avant la formation des spores, Jtout est d'accord avec cette manière de voir. En outre, la quantité de ces corpuscules, de même que celle du glycogène, est très variable d'une cellule à l'autre, et dans une même culture, on trouve des cellules qui en sont largement pourvues et d'autres qui n'en contiennent pas ou très peu. Elle peut môme varier d'une espèce à l'autre et tandis que certains champignons, tels que le D. species^ en renferment une richesse considérable, d'autres, tels que VO. lactis et le Sch. octosporus^ en présentent fort peu.
Les colorations au bleu de méthylène nous
donnent siA» ce point des renseignements très intéressants. Lorsqu'on traite un fragment de mycélium de Dematium à Taide de ce colorant et qu'on l'examine avec soin, on aperçoit, outre les parties où le protoplasnae se teint nettement en bleu clair, certains endroits des filaments, où tout le protoplasme prend une couleur violette comme si les corpuscules métachromatiques s'étaient dissous en un liquide imprégnant ce protoplasme (PI. IX, fig. 24)* Nous avons constaté des faits semblables dans les têtes fructifères des Aspergillus et du Pen. glaucitm^ et dans les jeunes spores des levures. Ces faits doivent être rapprochés des phénomènes de dissolution que nous avons préalsilement décrits dans la sporulation et que nous avons retrpuvés à certains stades de développement du M. candida.
Enfin lorsqu'on place une portion de mycélium ou une certaine quantité de levures dans de l'eau distillée, on remarque que les corpuscules métachromatiques diminuent de nombre et de taille et qu'en revanche le protoplasme tout entier prend une coloration violette, comme si ces corps subissaient ici encore une dissolution. Au bout de quarante-huit heures, il n'en existe ordinairement plus qu'à l'état exceptionnel et la couleur violette du protoplasme a disparu.
Cependant ces corps, dont le nombre diminue beaucoup à mesure que les cultures vieillissent ou Cessent ^ de croître, semblent toutefois pouvoir subsister fort longtemps après la fin du développement. Nous avons examiné, à ce point jde vue, un grand nombre de cultilres de divers champignons ; au bout de plusieurs mois, nous trouvions des cellules ^e contenant plus que des globules d'huile, d'autres qui avaient conservé leur structure vacuolaire, mais ne ren- ' fermaient plus aucune trace de corpuscules métachromatiques; ailleurs des globules d'huile, un certain nombre de corpuscules métachroma- , tiques et du glycogène ; d'autres cellules enfin ipontraient un protoplasme coloré en violet par le bleu de méthylène et possédaient un peu de glycogène.
^ Ces faits correspondent en somme à ceux qu'on a observés chez les bactéries où la présence de ces corps semble liée avec le maximum de vitalité de l'ocganisme, et si nous n'avons pas encore pu nous rendre compte de * leur nature chimique, au moins avons-nous certaines raisons de les considérer comme des produits de réserve, ayant dans la vie des levures un rôle peut-être aussi important que le glycogène.
RÉSUMÉ
Nous sommes donc arrivé par 'des obseryàtîons précises à déterminer quelques-uns des caractères essentiels des corpuscules métachr9matiques ; ces caractères peuvent se résumer de la manière suivante.
i"* Ces corps sont très variables de formes et de dimensions ; cependant la plupart du temps ils sont sphériques. Ils paraissçAt pouvoir se fusionner les uns avec les autres.
3** Leur coloration présente une grande variabilité, mais Us se comportent comme s'ils étaient constitués de deux substances, dont • Tune, localisée au centre, paraît surtout meta-, chromatique.
3^ A certains stades du développement ces corpuscules subissent des phénomènes de disso- ' lution dans l'intérieur des vacuoles qui les renferment et paraissent être absorbés par le champignon.
4** Ils doivent jouer le rôle de substances de réserve^ mais leur nature reste inconnue.
I. — • État actubl de la question
Malgré de très nombreuses observations publiées depuis une vingtaine d'années, la question de la structure des levures, et particulièrement de leur noyau, est restée très obscure. La plupart des auteurs qui ont étudié ce sujet ont abouti à des conclusions contradictoires. Les uns, tels que Mœller, Buscalioni, Bouin, Janssens et Leblanc admettent l'existence d'un noyau. Pour d'autres, ces organismes contiendraient des granules fortement colorables, disséminés dans le protoplasme, et que la plupart considèrent comme des grains de chromatine (la présence de la nucléine ayant été démontrée
par Tanalyfee de Kossel); tels sont : Raum, Hieronymus, Eisenschitz, Curtis, Macallum.
Cependant Waçer dans un trayâil très précis a paru un moment résoudre ce problème si complexe du noyau des levures. Il trouve dans les cellules des levures un organe sphéijique et homogène (noyau des auteurs) qu'il considè/^e comme un nucléole. Ce corps est toujours accolé à la vacuole, cette dernière renfermant des granules fortement color^bles qui, d'après lui, représenteraient des éléments chromatiques.
Le noyau de ces organisitaes élén^entaires serait donc réduit à l'état d'une simple vacuole remplie de granules chromatiques et d'un nucléole périphérique. Cet état représenterait un stade primitif du développement phylogénétique du noyau. Wager, ayant cru remarquer une organisation analogue chez une Mucorinée, pense que cette structure serait peut-être commune aux champignons inférieurs.
II. — Méthodes suivies^ pa^ nous
Nous avons (perché à vérifier ces observations et nous avons essayé par de méticuleuses recherches à débrouiller cette question si con-
Gopgic
fiiBe. Pour cela, nous nous sommes attaché à observer de très près les dijBférents stades du développement cytologique de moisissures qui, par leur {limension, présentaieut plus de commodité que les levures, et à en différencier mé- .thodiquement les éléments figurés de la cellule. Afin d'éviter les chances d'erreur, au lieu de ne nous servir que d'un seul procédé de fixation et .de coloration^ nous en avons toujours employé comparativement un très| grand nombre.
Partant de cette méthode, nous avpns comparé les résultats ainsi obteniis avec ceux donnés par les levures dans des conditions analogues. Nous avons trouvé d'excellents types de moisissures avec le Dematium (spedes) et rO. lactis^ qui présentent dans leur développement des formes de levures dont on pouvait comparer la structure à celle du mycélium et à celle des véritables leyures.
III. — Résultats
A. Moisissures (Dematium species. Oïdium .
lactis). — Au début de son développçment,' le Dematium species présente un protoplasme d'une apparence homogène, parfois légèrement
granuleux. Ce protoplasme se creuse peu à peu de petites vacuoles dans lesquelles sont contenus quelques granules de foimes très variables, mais dont les plus gros sont animés ^e mouvements browniens et sont visibles a l'état frais, sous forme de globules réfringents, rappelant, des gouttelettes d'huile. Ces granules sont disposés régulièrement dans chaque vacuole, soit sous forme de grosses sphérules, soit à l'état d'agglopaérationsdetrès petits éléments, offrant dans leur ensemble un aspect souvent réticulé, se rapprochant des réseaux chromatiques des* noyaux.. Ils apparaissent d'autant plus nombreux que le développement du champignon est plus actif et que les conditions sont plus faVorables.
Au moment de la formation des coçidies levures et de leur bourgeonnement, on remarque qu'une partie de la vacuole se trouvant immédiatement au-dessous de leur point de naissance envoie un divcrticulum, qui s'introduit dans les jeunes bourgeons, entraînant avec lui une certaine portion des granules.
Ces granules se caractérisent facilement par leur coloration rouge avec Thématoxyline et le bleu de méthylène, qui offre un des plus beaux exemple^ de métachromasie. Cette propriété ainsi que tous leurs caractères nous les ont fait assimiler k des corps souvent rencontrés chez
les Bactériacées, que Babès désigne sous le nom de corpuscules métachromatiques et auxquels Bûtschli a donné le nom de grains rouges. Nous aVons conservé la première désignation en raison de sa priorité.
Au fur et à mesure que le champignon se développe, les vacuoles s'accroissent, se fusionnent, et finissent par remplir la totalité des articles, le protoplasme étant réduit à l'état d'une' mince couche pariétale. Les coypuscules lAétachromatiques augmentent de nombre, se fusionnent et constituent dfe gros globules sphériques remplissant les vacuoles et pouvant atteindre des dimensions considérables.
A certains endroits, ces corpuscifles paraissent disparaître et le protoplasme coloré avec le bleu de méthylène, ordinairement bleu, prend une teinte violacée, qui paraît résulter de leur dissolution.
Le Dematium species ne renferme qu'exceptionnellement du glycogène et lorsque celui-ci existe, il se diffuse flans l'intérieur des vacuoles.
Dans les vieilles cultures, le protoplasme entre graduellement en dégénéresdbnce et» se transformé en globules d'huile qui se distinguent des corpuscules métachromatiques par leur incolorabilité vis-à-vis des matières colorantes et par leurs propriétés chimiques. Les corpuscules métachromatiques disparaissent en
grande partie. Par la manière dont ils se comportent dans le développement du champignon, ces corps paraissent donc jouer le rôle de matières de réserve.
Les noyaux se distinguent des corpuscules métachromatiques par leur forme et leurs dimensions à peu près constantes. Le procédé de Heidenhain permet de les mettre en évidence avec beaucoup de netteté. L'hémalun différencie tr^ bien les granulations métachromatiques qu'il colore en rouge vif, des noyauît qui apparaissent en bleu avec une teinte un peu plus pâle. ^ •
Ces noyaux sont en nombre variable dans chaque arftcle. Ils sont logés dans les espaces protoplasmiques qui séparent les vacuoles.
Rarement ils sont en contact avec les vacuoles.
Leur constitution est simple : un nucléohyaloplasme incolore entouré d'jine membrane colorée et un corps sphérique accolé à la membrane, qui paraît constituer la masse chromatique du noyau. Nous désignons ce corps, considéré souvent comme nucléole, sous le nom peut être {dus correct de chromoblaste.
Ces noyaux ressemblent beaucoup à ceux qui ont été représentés dans le mycélium des Ascomycètes et des Basidiomycètes.
La division s'effectue par un procédé très simple que certains auteurs ont considéré
comme un mode intermédiaire entre Tamitose et la mitose. Il se scinde d'abord en deux parties, ayant quelquefois la forme de demi-disques se regardant par leur face diamétrale et entourées d'm|ie même gaine de nucléoplasme ; puis le nucléoplasme se sépare à son tour et donne lieu à la formation de deux noyaux distincts. Nous avons obtenu de très belles colorations de ces phénomènes et comme dans aucun cas nous n'avons pu apercevoir la plus petite tface de différenciation dans la chromatine pendant ces stades, nous nous croyons autorisé à faire rentrer cette division dans la catégorie des amitoses.
Les formes levures possèdent la même structure. Il n'existe typiquement qu'un seul noyau par cellule. Ce noyau est situé ordinairement au centre, chacun des deux pôles étant occupé par une vacuole chargée de corpuscules métachromatiques.
La structure de VOïdiunj, lactis diffère peu de * celle du Dematium species^ mais tandis que le champignon précédent présentait une richesse exceptionnelle de .corpuscules métachromatii^es, VO. lactis n'en contient qu'une très petite quantité. Au contraire il renferme une grande abondance de glycogène localisé dans les vacuoles.
Xes oïdies et les formes levures de cette moi-
sissure ressemblent beaucoup au Schizosaccharomjrces* pombe^ mais s'en distinguent par leur structure toujours plurinucléée.
B. Leçures. — Les levures nous ont montré une structure absolument conforme à celle que nous venons de décrire ckez ces deux moisissures : corpuscules métachromatiques localisés dans les vacuoles et noyau nettement carac-w térisé. •
Protoplasme. — Elles montrent dans les premiers stades de leur développement un protoplasme d'apparence homogène, dans lequel naissent de petites vacuoles contenant quelques corpuscules métachromatiques. Dans la suite ces vacuoles augmentent de volume; leur ensemble offre quelquefois un aspect alvéolaire rappelant les structures décrites par Bûtschli ; le plus souvent elles se fusionnent en une seule vacuole qui contient alors un grand nombre de corpuscules métachromatiques de * formes et de dimensions très variables. C'est cette vacuole et les corpuscules qu'elle renferme que Wager a considérés comme partie intégrante du noyau.
On remarque souvent une curieuse localisation du glycogène et des corpuscules métachromatiques dans des vacuoles distinctes que
Wagér avait 'déjà observée en décrivant des vacuoles nucléaires et des vacuoles glycDgénique^.
Cette particularité paraît donc indiquer une spécialisation dans les fonctions physiologiques du protoplasme. Toutefois cette distinction n'est pas toujours aussi marquée et il n'est pas rare de rencontrer des vacuoles à corpuscules métachromatiques imprégnées d'une petite quantité dç glycogène.
Chez le S. cereçisiœ où nous avons suivi très soigneusement le développement dans le liquide . deMayer, la vacuole à corpuscules métachromatiques existe seule au début et ce n'est qu'au bout de vingt-quatre ou quarante-huit heures que naît à côté d'elle une vacuole glycogénique qui augmente progressivement et repousse la vacuole primitive à la périphérie de la cellule.
Cette dernière finit par disparaître et les cellules sont alors transformées en de véritables glandes à glycogène, constituées d'une mince couche protoplasmique, accolée à la membrane avec quelques corpuscules métachromatiques, et d'une énorme vacuole glycogénique occupant tout le reste de la cellule. Dès que la fermentation commence à se ralentir, cette vacuole diminue peu à peu de volume, la vacuole a corpuscules métachromatiques se reforme et les cellules reprennent leur état primitif.
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Dans les levures allongées, la vacuole à corpuscules subsiste d'ordinaire pendant tout le développement et il se forme soit aux deu:it pôles soit en un endroit indéterminé de la cellule des vacuoles renfermant du glycogène.
Les, vacuoles glycogéniquës contiennent parfois de très petites granulations capables de se colorer légèrement. Il est possible que ce soit une coloration partielle du glycogène.
Ces d\verses dispositions, bien qu'assez générales, ne méritent cependant pas qu'on leur . accorde trop d'importànce,car ellesdépendent de ' la composition chimique du milieu^ qui favorise ou entrave la formation du glycogène, et peutêtre bien aussi de certaines influences physiques. Retenons toutefois que les vacuoles sujettes à de grandes variations ne paraissent pas pouvoir être considérées comme des hydi^oleucites.
Dans les cultures âgées, on observe des phénomènes de dégénérescence analogues à ceux que nous avons remarqués chez les moisissures. Le protoplasme se transforme graduellement en globules d'huile^ et les corpuscules métachro- .matiques diminuent beaucoup.
Ces globules d'huile se distinguent difficilement des corpuscules métachromatiques. Certains auteurs les ont confondus, considérant ces deux catégories de corps comme des globules d'huile (Casagrandi).
C^oogl'e
\]fi procédé de double coloration, à Thémalun et à l'acide osmique, nous a permis de les diflférencier, en brunissant les globules d'huile et en colorant les corpuscules métachromatiques en rouge. D'ailleurs les premiers ne fixent jamais les colorants nucléaires et possèdent une plus grande consistance et une moindre réfringence que les globules d'huile.
Noyau. — Le noyau a beaucoup de ressemblance avec celui que nous avons trouvé chez les moisissures. Il se diflférencie également en bleu mat avec l'hémalun, et l'hématoxyline de Heidenhain permet d'apercevoir les détails de sa structure. Sa présence çst donc indubitable.
Ce noyaiï correspond aux corps considérés comme tels par Moeller, Buscalioni, Bouin et au nucléole de Wager. . *
L'es noyaux décrits par Janssens et Leblanc paraissent au contraire dans la plupart des cas • se rattacher aux vacuoles à corpuscules métachromatiques.
Le noyau est toujours unique par cellule ; il est situé soit aif centre, soit à la périphérie de la cellule. Souvent, il est accole à la vacuole, mais il peut en être nettement séparé et, contrairement à ce que pensait Wager, il ne constitue pas avec elle un même organe. Il est quelquefois entouré de corpuscules métachromatiques
qui ont fait croire qu'il avait un contour vrégulier et qu'il était animé de mouvements amiboïdes (Moeller, Bouin), Peut-être même ces corpuscules peuvent-ils avoir envers le noyau un rôle nutritif.
La structure se rattache à deux types :
i^ Une membrane très nette, un nucléohyaloplasme incolore, quelques éléments chromatiques disséminés dans le nucléohyaloplasme (S. cereQÎsiœ^ S. Pastorianus^ S. ellipsoïdeus) ;
2* Une fetjucture analogie â celle que nous avons constatée chez les moisissures avec nucléohyaloplasme limité par une membrane et un chromoblaste (la plupart des levures et les Schizosaccharom^cètes).
Il existe deux modes de division: dans le premier, le noyau s'allonge, pénètre dans le jeuhe bourgeon, et forme un rétrécissement médian oit se produit la rupture ; dans quelques •cas il s'allonge à peine, «se divise sur place par un procédé à peu près semblable, et l'un des deux noyaux ainsi formés va rejoindre le bourgeon. Ce mode constitue donc un cas d'amitose typique. Le second procédé est celui que nous avons décrit chez les moisissures. Ces deux modes peuvent se rencontrer à la fois chez une même levure (5. Ludwigii). Cependant le second paraît plus fréquent chez certaines espèces, {S. anomalus^ S.- membranœfaciens^
s. mycoderma çini et çereçisœ). Enfin il est constant chez les Schizosaccharoniycète&.
Dans quelques levures {S. anomalus) la position du noyau sepible être quelqiiefois en rapport avec la faaissance des bourgeon^, mais ce fait peut être attribué à une simple coïncidence, et partout ailleurs les faits sont en désaccord avec les constatations d^Istwanfî.
Corpuscules métachromatiques. — Ces corpuscules, qui correspondent aux granulations chromatiques décrites par certains auteurs (Raum,Eisenschitz,Curtis, Wager), sont presqiie toujours localisés dans l'intérieur des vacuoles. On peut en rencontrer cependant dans le.protoplasme et ils . paraissent tous être d'origine protoplasmique. Ils présentent des formes extrêmement variables : ils sont ordinairement très petits à leur début ; ce n'est qu'au cours du développement qu'ils s'accroissent, se fusionnent et constituent de grosses sphérulés. La variabilité de leur forme et les situations diverses qu'ils occupent, soit dans le plasme, soit dans les vacuoles, a fait distinguer à Wager deux catégories de granules : i"* des grains de chromatine localisés dans la vacuole sous forme de très fines granulations ; 2** des grains de protéine ou d'huile placés dans le protoplasme et jouant le rôle de matières de réserve. Les colo-
rations à rhémalun et au bleu de méthylène nous ont permis de les identifier. Ils sont généralement très nombreux dans . les levures, cependatnt quelques-unes en possèdent peu (Sch. Qctosporus). • *
.Ces corps, qui ont comme caractère essentiel de se colorer en rouge paj? un certain nombre de colorants (hématoxyline, bleu de méthylène, etc), se montrent constitués par une*paroi fortement colorée et une partie centrale plus pâle ; la couleur rouge est plus accentuée au centre.
"Contrairement à Kunstler et Busquet, nous croyons pouvoir affirmer que cette métachromasie , n'est point due à des phénomènes de diffraction, mais à une véritable coloration.
Les corpuscules métachromatiques sont surtout abondants lorsque les levures sont en pleine activité; ils pénètrent dans les bourgeons avec les vacuoles et diminuent, au co^itraire, à la fin du développement ; à c*ertains moments, ils paraissent se dissoudre et imprégner les cellules d'une substance qui se colore uniformément en rouge. •
Nous n'avons pas pu nous reijseigner sur leur nature chimique, mais cependant ils ne semblent point rentrer dans la catégorie des grains de protéine. ,
Ces corpuscules, ^communs à beaucoup de
microorganismes (protozoaires, algues, Bactériacées), parai^se^t très répandus chez les champignons, et il semble qu'on doive les Considérer comme des produits de réserve au même titre que le glycogène.
Formes leçures. — Nous avons observé, chez des levures dé champignons mal détermiiJés (M. candida^ E. albicans^ T. nigra) et chez des conidies levures d'Ustilaginées, une structure absolument analogue avec un seul noyau par cellule. Les formes levures présentent donc aussi bien morphologiquement qu'histologiquement une remarquable conformité avec les Saccharomy ces .
Sporulation. — La sporulation débute par une vacuolisation du protoplasme qui prend une structure alvéolaire, ressemblant beaucoup à celle qu'a décrite Bûtschli chez les. Cyanophycées. Les corpuscules métachromatiques et le glycogène, très abondants, sont répartis dans des vacuoles distinctes. Les premières occupent d'ordinaire le centre de la cellule et sont ton- . jours en intime contact avec le noyau.
On remarque toujours un peu avant la division nucléaire d'étranges phénomènes qui ne peuvent s'expliquer que par une dissolution des corpuscules métachromatiques dans l'inté-
rieur des vacuoles : ceux-ci diminuent de nombre et de taille et le contenu des vacuoles prend line couleur uniformément rouge avec toutes les matières colorantes qui donnant auij: corpuscules métachromatiques leur teinte spécifique,
La division du noyau est difficile à suivre.
Cependant on pe]it s'en faire line idée assez précise, lorsqu'elle se produit d'un pôle à l'autre de la cellule (S. Ludwigii). Le noyau se divise en deux portions plus ou moins régulières, entourées d'une gaine de protoplasme ; le protoplasme se partage ensuite en deux masses, qui vont se placer aux deux extrémités de la cellule, entraînant chacune un noyau ; elles sont souvent reliées l'une à l'autre par un mince filet plas-» mique (fuseau achromatique de certains auteurs) qui, dans certains cas, présente un peu l'aspect d'un fuseau achromatique. La deuxième division se fait aux deux extrémités. Les deux nouveaux noyaux restent très rapprochés l'un de l'autre, et les spores se délimitent aussitôt par uhe sorte de membrane plasmique partant dû noyau et restant ouverte à son extrémité opposée, ce qui donne aux ébauches de spores une forme de calotte. Peut-être pourrait-on rapprocher ce fait des phénomènes décrits par Harper chez certains Ascomycètes. La spore s'enveloppe ensuite d'une zone claire
qui paraît être rorigine de l'enveloppe cellulosique.
. Il ne semble pas qu'on puisse se prononcer sur la division nucléaire qui d été mal interprétée par certains auteurs. Buscalioni, Janssens et Leblanc, Wager, en effet, semblent avoir confondu le plasme sporogène et le noyau et les avoir pris pour des figures karyokinétiques.
Les autres levures présentent des divisions analogues*; elles se produisent ordinairement au centrée de la cellule, ou en des points indéterminés, mais toujours très rapprochés les uns des autres, ce qui rend le phénomène encore plus difficile à observer.
Les spores, tr^s petites d'abord, se développent peu à peu aux dépens de Tépiplasme.
Celui-ci se désorganise et se transforiAe en un liquide cellulaire contenant en dissolution la substance des corpuscules métachromatiques et du glycogène ; il est absorbé en presque totalité, ' Une fois mûres, elles se montrent formées d'un très petit noyau accolé à la membrane, d'où part un certain nombre de fines radiations protoplasmiques qui délimitent autant de petites vacuoles remplies de glycogène. Le protoplasme renferme un certain nombre de corpuscules métachromatiques.
La sporulation s'effectue d'une manière un peu • différente chez les Schizosacfharomj'ces^
Au début du phénomène, le protoplasme se vacuolise, comme partout ailleurs^ mais on^ne rencontre jamais de glycogène. En revanche les spores sont imprégnées d'amyloïde.
La division du noyau s'accomplit comnie dans Te développement végétatif par un partage du chromoblaste en deux portions égales. Le Sch. octosporus nous offre un des types les plus favorables à Tétude de ce phéno- . mène. , • ,
Les spores ne paraissent pas naître de la
même façon que dans les autres levures : les
noyaux s'entourent simplement d'une zone de
. plasme très dense qui s'arrondit et se délimite
immédiatement.
Germination des sipores. — La germination des spores ne présente pas d'intérêt spécial, la division nucléaire s'y accomplit suivant les pro- • cédés habituels.
Dans le S. Ludmgii^ nous' n'avons 'trouvé dans aucune circonstance les fusions entre deux spores qu'avait observées Hansen et il faut croire que ces phénomènes n'ont pas le caractère général que leur attribue cet auteur.
Phénomènes sexuels. — D'accord avec Wager, nous n'avons jamais constaté de division du noyau suivie d'une conjugaison, avant la
formation de Tasque,- comme avaient cm l'observer Janssens et Leblanc, chez les Sacchdronvyces. On doit attribuer cette observation à u^ne technique insuffisante. Les Saccharonfyces que nous avons étudiés ne présentent dcyic aucune trace de sexualité.
Au contraire, nous avons découvert chez les Schizosaccharomyces des phénomènes de conjugaison, que nous considérons comme constituant ui> des cas les plus typiques d'isogamie. Nous constatons cela chez Içs trois Schizosaccharomyces sporogènes (iScA . octosporuSj Sch. pombe^ Sch. mellacei).
Schiœnning avait déjà remarqué que la formation des asques du Sch. octosporus était précédée dé la fusion de deux celliflei^ sœurs restées accolées Tune à l'autre.
Nous avons vérifié et complété ces observa- ,tions en suivant le développement .d'une cellule de cette levure, sur gouttelettes pendantes, et nous avons constaté des phénomènes identiques chez les deux autres. Le développement s'accomplit de la façon sui- • vante en partant de la germination des spores: les spores se gonflent, subissent un certain nombre de divisions, formant ainsi descolonies de cellules restant accolées les unes aux autres. De très bonne heure, on voit
4eux cellules contiguës, et issues très souvent
d'une même bipartition,- former chacune un petit bec à l'une de leurs extrémités. Les deux becs s'allongent, se rejoignent et se soudent l'un à l'dutre. La cloison séparatrice du canal de copulation se résorbe ; la cellule provenant de cette conjugaison prend une forme plus ou
moins ovale et devient la cellule mère de Tas-
que. Il reste souvent dans la forme extérieure de l'asque des traces de l'individualité des deux cellules, surtout dans le Sch. pombe et le Sch. mellacei. ^
des phénomènes s'accompagnent toujours d'une fusion nucléaire : le noyau de chacun des gamètes s'introduit dans le canal de copulation et il se produit au milieu de ce canal une fusion des deujL Aoyaux. Le noyau ainsi copule ne tarde pas à se diviser pour se distribuer dans chaque spore.
G'e^t là en quoi consiste le phénomène d'une, manière générale, mais il peut se produire un certain nombre ' d'anomalies. C'est ainsi qu'il peut exister des cas d'apogamie. D'autre part, dans les races sporogènes manifestant une tendance à devenir asporo^ènes, ainsi que dans t certaines conditions défavorables à la' production des spores, nous avons rencontré des essais de conjugaison n'aboutissant pas et donnant naissance à des formes bizarres.
Ce phénomène doit être considéré comme un
des plus beaux exemples de conjugaison par isogamie, au même titre que le Mes€|parpus.
Mais il possède un caractère plus primitif que partout ailleurs et c'est la première fois qu'on signale une conjugaison se produisant très souvent et d'une manière certaine entre deux cellules sœurs •
L'obscurité règne encore actuellement sur la question de la sexualité des Ascomycètes et si de nombreuses études ont apporté sur la question quelques faits précis, leur interprétation reste encore* très discutée. * i
Eidam et Lagerheim ont signalé chez VEremascus albus et le Dipodascus albidus lyie conjugaison* isogamique donnant naissance à l'asque. Mais ces observations n'ont pas été vérifiées.
Thaxter a montré chez les Laboulbéniacées que la formation de ï'asque était toujours précédée d'une reproduction sexuelle par hétéro- . gamie.
Dangeard § observé chez divers champignons Une fusion de deux noyaux, se produisant dans la cellule mère de l'asque et de la baside et qu'il considère conime l'indice d'une sexualité rudimentaire. L'asque et la baside auraient donc la v^eur d'un œuf. Mais si ces observations sont aujourd'hui indiscutables et ont été vérifiées par un certain nombre d'auteurs (Wager, Sappin-
Trouflfy, Berlese, Rhuland, Maire), il n'en est paa moins vrai que Harper a décrit chez certain^ Ascomycètes, en dehors de ces oiêmes phénomènes de fusion nucléaire, des c^s de* conjugaison hétérogamique avec anthéridie et oogone.
Dangeard à cherché a donner une explication àces faits, mais la question ne paraît pas être (JéfinitivementTésolue, * •
Sans prendre part à la discussion, nous nous bornons à apporter des faits précis qui peut-être pourront constituer des renseignements utiles pour Tavenir, • *
L'ensemble de nos observations histologiques snv la sporulation nous a montré une relation évidente entre l'appareil de fructification des levures et les véritables asques, tant par la naissance des spores que par la constitution de l'épiplasme. Enfin nous avons remarqué une tendance dans certaines levures à la fixité du nombre des spores {S. Ludmgi^ Sc/i. octosporus^ Sch. pombé)^ et si la plupart des levures s'écartent des Ascomycètes par l'absence de fusion nucléaire dans la cellule mère de Tasque, au moins certaines d'entre elles s'en rapprochentelles par de véritables phénomènesisogamiques : telles sont les trois espèces de Schizosaccharomyces que nous avons étudiées et le Zygosaçcharomyces de Barker : cette isogamie est en réalité assez voisine de la fusion nucléaire
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observée chez les Exoascêes (i) ; elle n'en diffère que par Tersistence d'une cloison individualisant les deux gamètes et oa trouvera sans doute dans ces faits un argument en faveur de la signification sexuelle des phénomènes décrits» par Dangeard, Nous avons montré d'autre part qu'il pouvait se présenter quelquefois chez les Schizosaccharomyces des phénomènes d'apogamie et que cefa paraissais même être le cas général chez l'une des deux variétés du Sch. mellacei. Peut-être devrfijit-on considérer les levures ordinaires comme des formes ayant perdu toute trace de sexualité et ne se reproduisant plus que par parthénogenèse. Des exemples de ce genre se retrouvent fréquemment chez les algues.
Quoi qu'il en soit, ces observations ont un très haut intérêt ; si elles n'apportent que des faits rates, elles n'en sont pas faioins instructives et nous renseignent sur la valeur de l'asque des levures que l'on doit considérer comme une
• (i) T>9XisY Excmscus deformans, d'après Dangeard, chaque cellule contient deux noyaux. Au moment delà sporulation, • les deux noyaux se fusionnent. La cellule mère de Fasque ne contient donc qu'un seul noyau. Si Ton considère la cellule binucléée de TExoascus comme représentant une association de deux cellules, ne manifestant leur individualité que par la présence de deux noyaux, la fusion de ces deux noyaux coîi^titue un phénomène identique à celui que nous décrivons chez les Schizosaccharomyces.
forme supérieure de ces champignons, qui paraissent devoir être définitivement maintenus parmi les Ascomycètes. Ainsi sembleraient closes les longues discussions débattues entre Brefeld, de Bary, Pasteur, Hansen, sur l'origine des levures et réveillées dans ces dernières années par de nouvelles observations de Jœrgensen (i),
(i) Un certain nombre d'auteurs ont repris la question dansces dernières années et ont prétendu que les levures n'étaient que dès formes de végétation d'autres champignons (Julher, Jœrgensen, Sorel).
CONCLUSIONS
Nous avons donc nettement établi dans ce travail les caractères de structure d'un gran4 nombre de levures et de formes levures, dont quelques-unes n'^avaient pas encore été étudiées à ce point de vue.
Cette étude a été faite comparativement à celle de moisissures plus grosses qui nous ont apporté plus de précision et qui nous ont montré une structure très voisine de celle des levures.
A. — Nous avons mis en évidence d'une manière indiscutable la présence (Tun néj'aq possédant une structure différenciée et se rapprochant des noyaux des champignons supérieurs ; nous l'avons distingué de granules pris par Wager pour des grains de chromatine, que nous avons assimilés aux corpuscules métachro-
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matiques de Babès et aux grains rouges de Bûtschli.
B. — Nous avons étudié de très près des caractères de 6es corps ^î communs chez les microorganismes ; nous avons montré qu'Us étaient capables à certains stades de subir des phénomènes de dissolution et qu'ils paraissaient se comporter toujours comme des produits de réserve.
Nous avons apporté par là quelque clarté sur ces corps si diversement considérés et qui ont été l'objet de tant de travaux contradictoires.
Si nous n'avons pu obtenir (juelques renseignements sur leur nature chimique, au moins avons-nous indiqué un champignon qui présentait par la grande abondance de ces corpuscules une certaine facilité pour cette étyde et qui permettra peut-être d'en trouver la solution par une analyôe macroçhimique.
C. — Avec l'étude de la sporulation nou
avons constaté un certain nombre de rapprooherAents entre les levufes et les Ascomypètes supérieurs.
D. — Enfin nous avons introduit définitivement une notion toute nouvelle chez les levures en découvrant desphénomènes de sexualité chez
Digitizéd by
trois espèces de Schizosaccharomyces et nous avons donné par là quelques renseignements précis sur la question très controversée de la sexualité des Ascomycètes.
A*tous ces points de vue, la connaissance des levures 'présentait de nombreuses* lacunes ; il paraissait utile de*les combler.
i5 féçrier igo2.
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PLANCHE I
Dematium (species).
Coloré à rhématoxyline de Heidenhain de 1 à 26 et à Thémalun de 27 à 30) (1).
Fig. 1. — Filwnent jeune ; noyaux avec leur structure ; quelques corpuscules mélachromatiques non colorés se laissent apercevoir dans les >acuoles.
Fig. 2, 3 et 4. — Formation des conidies levures. La figure 3 montre des stades de division du noyau.
Fig. 5. — Oïdie.
Fig, 6 et 7. — Filaments jeunes.
Fig. 9. — Oïdie en voie de bourgeonnement.
Fig. 10 et 11. — Conidies levures germant. La fig. 11 montre un stade de division du noyau où Ton aperçoit nettement la persistance de la membrane.
Fig. 12. — Oïdie.
Fig. 13, 14 et 15. — Conidies levures.
Fig. 16. — Conidie levure germant ; stade de division du noyau avec persistance de la membrane.
Fig. n à 26. — Conidies levures.
Fig. 27 à 30. — Filament et conidies levures en voie de dégénérescence. Le protoplasme s'est transformé en globules d'huile colorés en brun par Tacide osmique et se présentant sous forme de masses allongées à contours un peu irréguliers. On distingue quelques corpuscules métachromatiques plus petits, colorés en rouge sombre par Thémalun.
(i) Toutes l&s figures ont été dessinées à l'aide de robjeclif à immersion homogène 1/12 de Zeiss et l'oculaire coropensateuf numéro 6. et aVec la chambre claire de Zeiss (grossissement : environ 1125). *
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PLANCHE n
Oïdium lactis (de 1 à 19).
(Coloré à rhématoxyline de Heidenhain, sauf 8 et 10 colorés au bleu de méthylène.)
Fig. 1, — Filament âgé; noyaux avec leur structure.
Fig. 2, 3, 6, 14, 15, 17, 18 et 19, — Oïdies eu voie de germination ; noyaux et stades de division des noyaux.
Fig, 9, 11 et 12, - Oïdies.
Fig. 4, 5 et 7, — Filaments en voie de croissance. Stades de division des noyaux.
Fig. 8 et 10, — Corpuscules métachromatiques localisés dans les vacuoles etlortement colorés. Les noyaux ne sont pas visibles.
Fig. 13. — Formation des oïdies.
Saccharomyces cerevisiae (de 20 ù 40). (Coloré à rhématoxyline de Heidenhain.)
Fig. de 20 à 40. — Celhiles au début de la fermentation : noyaux avec leur structure 22, 37 et 40, stades de division du noyau.
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Planche II
PLANCHE m
Saccharoxnyces cerevisise (suito) (de i ù 41). (Coloré à riiématoxyline de Heidenbain.)
Fig. 1 k 15, — Cellules au début de la fermeiilalion montrant leur noyau avec sa structure et sa division. — Dans la figure 7, le noyau est placé au-dessus de la vacuole et paraît otre dans son intérieur.
Fig, 16 à 20. — Cellules après vingt-quatre heures de fermentation. Elles sont entièrement occupées par une vacuole glycogénique à teinte diffuse et contenant des granules faiblement colorés et de nature inconnue.
Fig. 21 à 30, — Division des noyaux et du plasme sporogène pendant la sporulation.
Fig. 31 à 34. — Formation des spores.
Fig. 35. — Asque constitué.
Fig. 36. — Asque contenant des spores gonflées et prêtes à germer.
Fig. 37 à 40. — (iermination des spores.
Saccharomyces ellipsoîdeus (de 42 à 48 • (Coloré à rhémaloxyline de Heidenbain.)
Fig. 42 à 48. — Cellules au début de leur développement. Noyaux avec leur structure.
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PLANCHE IV
Saccharomyces ellipsoîdeus (de 1 à 8).
(Coloré à rhématoxylînc de Heidcnliain.)
Fig. 1 à 3. — Cellules jeunes, noyaux avec leur structure. Fig. 4 à S. — Divisions du noyau et du plasme sporogène pendant la sporulation.
Saccharoxnyces Pastorianus (de 9 à 25).
(Figures colorées à rhématoxylinc de Heidenhain.)
Fig. 9 à. 14. — Cellules jeunes montrant Içur noyau avec sa structure.
Fig. 15 à 17. — Divisions du noyau et du plasnie sporog»>nc pendant
la sporulation.
Fig. 18 à 20. — Formation des spores.
Fig. 22 à 25. — Germination des spores.
Saccharomyces subcutaneus tumefaciens (do 26 à 28 . (Coloré à rhématoxylînc de Heidenhain.) Fig. 26, 27 et 28. — Cellules jeunes montrant un petit noNau homogène.
Saccharoxnyces anoxnalus (de 20 à 38).
(Coloré à l'hémalun de 29 à 35 et à Thématoxylinc de Heidenhain
de 36 à 38.)
Fig. 29 à 31 et 34. — Cellules jeunes montrant leur noyau faiblement coloré et leurs vacuoles à corpuscules métachromaliques, ces derfiiers étant fortement colorés.
Fig. 32, 33 et 35. — Cellules montrant des vacuoles à corps métachromatiqucs et des vacuoles glycogéniques, celles-ci ayant une teinte diffuse.
Fig. 36 et 37. — Division du noyau pendant la sporulation.
Fig. 38. — Formation des spores.
Saccharoxnyces membranaefaciens (de 39 à 43). (Coloré à l'hémalun de 39 à 41 et à l'hématoxyline de Heidenhain
de 42 à 43.)
Fig. 39 h 41. — Cellules jeunes, noyaux et corpuscules métachro-
matiques.
Fig. 42. — Division du noyau pendant la sporulation. Fig. 43. — Formation des spores.
Saccharomyces Lud-wigii (de 44 à 50).
(Coloré à l'hématoxyline de Heidenhain.)
Fig. 44 à 47. — Cellules au début du développement montrant un noyau homogène et des stades de division du noyau.
Fig. 48 à 50. — Cellules au moment de la sporulation ; elles ont été peu décolorées par l'alun de fer et laissent apparaître une structure alvéolaire. 50 montre deux masses de plasme sporogène très colorées et placées aux deux pôles. Deux points paraissent plus fortement colorés que le reste, dans la masse de plasme sporogène située dans la partie supérieure et paraissent indiquer deux noyaux. On n'en distingue qu'un dans la masse inférieure.
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PLANCHE V
Saccharomyces Ludwigii.
(Coloré à riiématoxyline de Heidenhain, sauf les figures do 36 à 41 qui sont colorées à rhémalun.)
Fig. de 1 à 6 et 8. — Stades de division du noyau et du plasnie sporogène pendant la sporulation. Les cellules sont peu décolorées et les noyaux se confondent avec le plasme sporogène fortement coloré. On les distingue cependant dans quelques cellules comme des taches plus sombres.
Fig. 7, 9, 10, 11, 12, 13. — Formation des spores et leur délimitation par une zone sombre en demi-cercle (cellules peu décolorées).
Fig. 14 à 25, 27 à 30 et 33. — Divisions du noyau et du plasme sporogène pendant la sporulation. Les cellules très décolorées, le plasme sporogène est gris, le noyau noir foncé et le reste de la cellule est complètement décoloré. La fig. 28 montre des stades de division ressemblant un peu i\ une karyokinèse.
Fig. 26, 32, 34 et 35. — Formation des spores en forme de calotte.
Fig. 36, 37 et 39. — Cellules au début de la sporulation (la fixation ayant été faite par l'acide picrique,les corpuscules métachromatiques ne sont pas colorés). I^e protoplasme montre une belle structure alvéolaire.
Fig. 38, 40 et 41. — Division du noyau pendant la sporulation.
Fig. 42. — Asque constitué.
Fig. 43 à 49. — Germination des spores.
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PLANCHE VI
Schizosaccharomyces octosporus.
(Coloré à rhématoxyline de Heidcnhain.)
Fig. de 1 à 4. — Cellule au début du développement, noyau et division nucléaire.
Fig. 5 à 11. — Stades de fusion des deux gamètes. La cloison séparatrice persiste encore.
Fig. 12 à 16. — Stades de lusion dos deux gamètes, dans lesquels la cloison séparatrice est résorbée. 12 à 15 représentent un stade de fusion du noyau ou la première division du noyau déjà fusionné (?).
Fig. 17. — Stade de fusion nucléaire.
Fig. 18 à 26. — Cellules provenant de la lusion de deux gamètes et ne renfermant plus qu'un seul noyau, la fusion étant effectuée.
Fig. 27 à 33. — Stades de division nucléaire pendant la sporulation.
Fig. 34 et 35. — Formation des spores.
Fig. 36 à 38. — Asques constitués.
PLANCHE VU
Schizosaccharomyces pombe (de 1 à 28) .
(Coloré à rhématoxyline de Heidenhain de 1 à 4, de 9 à 24 et au bleu
de méthylène de 5 à 8 et de 25 à 27.)
Fig. t à 4. — Cellules au début du développement montrant leur noyau.
Fig. 6 k 8. — Id. Le noyau n'est pas coloré. On aperçoit les corpuscules mélachroniatiques Ibrtement colorés et localisés dans les vacuoles.
Fig. 9 à 72. — Stades de fusion des deux gamètes. La cloison séparatrice persiste.
Fig. 13. — Id. La cloison a disparu. Les noyaux sont en voie de
fusion ou subissent leur première division ?
Fig. 14 à 19. — Id. Les noyaux ont opéré leur fusion. Fig. 20 à 23. — Divisions nucléaires pendant la sporulation. Fig. 24. — Asque constitué.
Fig. 25. — Cellule mère de lasque avec ses corpuscules mélachro-
maliques. Le noyau n'apparaît pas.
Fig. 26 et 27. — Asques constitués. Les spores n'ont pas fixé le
bleu de méthylène et sont entourées de corpuscules métachro-
matiques en voie de dissolution.
Schizosaccharomyces mellacei (de 28 à 34).
(Coloré par Thématoxyline de Heidenhain.)
Fig. 28 et 31. - Cellules végétatives.
Fig. 32 et 34. — Stades de fusion des deux gamètes et de division nuclaire.
Saccharomyces mycoderzna cereyisiae (de 35 à 4'). (Coloré à rhématoxyline de Heidenhain de 3 5 à 44 et à l'hémalun
de 45 à 47.)
Fig. 35 à 44. — Cellules jeunes montrant leur noyau et sa division. Fig. 45 à 47. — Id. Le noyau apparaît avec une teinte pâle, les corpuscules métachromatiques sont fortement colorés.
Saccharomyces mycoderma vini (de 48 à 52)
(Coloré à rhématoxyline de 48 à 50 et à l'hémalun de 51 à 52.) Fig. 48 à 50. — Cellules jeunes avec leur noyau. Fig. 51 et 55. — Id. Noyaux et corpuscules métachromatiques.
Saccharomyces apiculatus (de 53 à 61).
Fig. 53 à 55. — Cellules jeunes colorées à l'hémalun, noyaux et
corpuscules métaeliromatiques .
Fig. 56 à 61. — Id. colorées à rhématoxyline de Heidenhain, noyaux.
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PLANCHE Vin
Endomyces albicans (de 1 à i 1).
(Coloré à riK^matoxyline de Heidcnhain.)
Fig. 7 à 8. — Cellules jeunes cultivées sur carotte, noyaux et divisions nucléaires.
Fig. 9 et 19. — Cellules cultivées sur liquide Raulin, noyaux. La vacuole glycogénique occupe la plus grande partie des cellules. Dans les fig. 9 et 19 la décoloration a été poussée très loin et cette vacuole est incolore. Dans la fig. il moins décolorée, là vacuole a une teinte diffuse et on aperçoit quelques granules dans son intérieur.
Torula nigra (de 12 à 26).
(Coloré à rhémalun de 12 à 32 et à rhématoxyline de Heidenhain
de 23 à 26.)
Fig. 12 à 21. — Formes levures, noyaux et corpuscules métachroniatiques.
Fig. 22. — Forme mycélienne, noyaux et corpuscules métachroma-
tiqnos.
Fig. 23 et 26. — Formes levures, noyaux.
Monilia candida (de 27 à 36). (Coloré à rhémalun,)
Fig. 27 à 35. — Cellules jeunes, noyaux et corpuscules métachromaliques.
Fig. 35 et 36. — Id. Apparition d*une vacuole glycogénique se distinguant de la vacuole à corpuscules métachromatiques par sa couleur dilTuse.
Ustilago avense (de 37 ù 47).
(Coloré à rhématoxyline de Hœhmer de37 à 46, au bleu de méthylène
de 41 à 43 ol à l'hématoxyline de Heidenhain de 4i à 47.)
Fig. 37 à 46. — Cellules montrant leur noyau et une structure alvéolaire. Les corpuscules métachromatiques ont été décolorés.
Fig. 41 à 43. — Structure alvéolaire dans laquelle on aperçoit des vacuoles à corpuscules métachromatiques et des vacuoles glycogéniques; ces dernières ayant une teinte diffuse. Le noyau n'est pas coloré.
Fig. 44 k 47. — Cellules montrant leur noyau avec sa structure.
Ustilago maydis (de 48 à 57).
(Coloré à rhémalun de 47 à 52 et à l'hématoxyline de Heidenhain
de 52 à 57.)
Fig. 48 à 52. — Noyaux et corpuscules métachromaliques. Fig. 52 à 57. — Noyaux.
iJ
PLANCHE IX
Dematium (species).
(Coloré à l'hémalun de 1 à 11, au bleu polychrome de 12 à 10 et au bleu de mélhyK'ne de 17 à 25) (1).
Fig. 1 à 5. — Filaments jeunes montrant leurs noyaux teints en bleu mat et les corpuscules métachromatiques en rouge intense. La fig. 3 montre une division du noyau.
Fig. 6. — Conidi<^s germant; corpuscules métachromatiques et no\aux.
Fig. 7 à 11. — Gonidies levures ; corpuscules métachromatiques et noyaux. Dans la fig. 10 on aper(;oit des stades de division nucléaire.
Fig. 12. — Formation des conidies levures ; pénétration de la vacuole et des corpuscules métachromatiques dans les bourgeons.
Fig. 13. - Filament jeune ; corpuscules métachromatiques.
Fig. 14, 15 et 16. — Filaments plus âgés ; corpuscules métachromatiques ayant atteint leur dimension maxima.
Fig. 17, 18y 22, 23, 25. — Corpuscules métachromatiques teints en bleu foncé montrant un centre en rouge pâle.
Fig. 19 à 21. — Corpuscules métachromatiques colorés en bleu foncé.
(1) Par suite de la nécessité du tirage, les colorations rouges des corpuscules nnHachroiiiatiques ont clé scliéinatisées. Dans la réalité, elles sont d'un rouge plus sombre avec l'hémalun et plus violet avec le bleu de mélhylène. Les nuances que nous représentons sont conformes à celles qu'on obtient à Taiiie du bleu polychrome.
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PLANCHE X
Saccharoxnyces oereTlslœ*
(Coloré par i'hémalun de 1 à 30 et par le bleu de méthylène de 31 à 49.)
Fig. 1 k27. - Cellules au début du développement.
Le noyau est bleu mat et ne laisse voir aucun détail de structure; les corpuscules métachromatiques sont en rouge intense.
Les figures 1 à 14, 23 et 27 montrent tous les stades du bourgeonnement (division de la vacuole et du noyau).
Fig, 28 à 30. — Cellules envahies par la vacuole glycogénique ; celle-ci prend une teinte diffuse et montre dans son intérieur quelques granules faiblement colorés.
Fig. 31 k 37, — Cellules au début du développement. Vacuoles à corpuscules métachromatiques.
Fig. 38 k 41. — Cellules après vingt-quatre heures de développement. Apparition des vacuoles glycogéniques à droite et i gauche de la cellule, ou d'un seul côté. Elles ont une teinte diffuse ci se distinguent difficilement du protoplasme.
Fig. 42 à 46. — Les vacuoles glycogéniques se sont fusionnées en une seule qui occupe toute la cellule. Les vacuoles à corpuscules métachromatiques disparaissent peu à peu et les corpuscules sont refoulés avec le protoplasme à la périphérie des vacuoles.
Fig. 47 et 48. — Cellules prises au moment où la fermentation se ralentit. Disparition de la vacuole glycogénique et réapparition des vacuoles à corpuscules métachromatiques.
Fig. 49. — Cellules à la fin de la fermentation.
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PLANCHE XI
Saccharomyces Pastorianus (de 3 à 6).
(Coloré à rhémaluii.)
Fig. 1 et 2. — Cellules au début du développement.
Fig. 3 à 6. — Cellules se préparant à sporuler.
On remarque une vacuole glycogénique aux deux pôles. Au centre est placée une vacuole à corpuscule métachromalique qui commence à se diviser pour donner lieu à une structure alvéolaire.
Saccharomyces keflr (de 7 à il).
(Coloré à rhémalun.)
Fig. de? à 11. — Cellules jeunes, noyaux et corpuscules métachromatiques.
Saccharomyces Lud'wigii (de i2 à 47).
(Coloré à rhémalun de 12 à 14, au bleu polychrome de 15 à 21, au vert de mélh>le et ;\ l'iodo-iodure de Gram de 22 à 23, et au bleu de méthylène de 24 à 47.)
Fig. 12 à 14. — Cellules au début de la fermentation, noyaux et corpuscules métachromatiques
Fig. 15. — Idem. Corpuscules métachromatiques. Le noyau ne s'aperçoit pas.
Fig. 16, — Idem. Structure alvéolaire.
Fig. 17 à 21. — Cellules au milieu de la fermentation. Vacuoles à corpuscules métachromatiques et vacuoles glycogéniques.
Fig. 22 et 23. — Idem. Los corpuscules métachromatiques sont brun fonce, le glycogène est coloré en brun acajou.
Fig. 24. — Cellules se préparant à sporuler, à structure vacuolaire et renfermant une grande abondance de corpuscules métachromatiques.
Fig. 25 à 37. — Stades de la dissolution des corpuscules métachromatiques, précédant la sporulation. Les vacuoles à glycogène sont mal délimitées et ont ane teinte diffuse; les vacuoles à corpuscules métachromatiques sont uniformément colorées en rouge pAle.
Fig. 38 à 41. — Idem. Le noyau s^aperçoit avec une teinte bleue plus foncée que le protoplasme.
Fig. 42 et 43. —• Idem. Condensation du plasme sporogène autour du noyau.
Fig. 44 à 47. — Division du noyau pendant la sporulation.
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PLANCHE XU
Saccharomyces Lud'wigii (de 1 A 25).
(Coloré par le bleu de méthylène de 1 à 21, par Tiodo-iodure de
potassium de 22 à 25.)
Fig. 1 à 4. — Division du no)au et du plasme sporogène pendant
la sporulation.
Fig. Ski. — Formation des spores.
Fig. de 8 k 21. — Absorption progressive du liquide, provenant de
la dissolution des corpuscules mélachromatiques ot du reste de
tes corpuscules non dissous, par les spores.
Fig. 22 k 25. — Absorption progressive du glycogène par les spores.
Saccharomyces cererisisB (de 26 à 28).
(Coloré au bleu de méthylène.)
Fig. de 26 à 28. — Stades de dissolution des corpuscules métachromatiques et leur absorption aux dépens des spores.
Saocharomyoes Paatorianna (de 29 à 38j.
(Coloré au bleu de méthylène.)
Fig. 29 k 33. — Dissolution des corpuscules métachromatiques,
précédant la sporulation.
Fig. 34 k 38. — Absorption de ces corpuscules aux dépens des spores.
Saccharomyces ellipsoideus (de 39 à 43).
(Coloré au bleu de méthylène.)
Fig. 39 et 40. — Dissolution dos corpuscules métachromatiques,
précédant la sporulation.
Fig. 41. — Formation dos spores. Elles sont entourées d'une zone
hyaline.
Fig. 42 et 43. — Absorption des corpuscules métachromatiques par
los spores.
Saccharomyces membraaaBfaciens (de 44 à 46).
(Coloré au bleu de méthylène.)
Fig. 43. — Dissolution des corpuscules métachromatiques précédant
la sporulation.
Fig. 45 et 46. — Leur absorption par les spores.
Saccharomyces anomalus.
(Coloré par le bleu de méthylène.)
Fig. 41 et 48. — Dissolution des corpuscules métachromatiques,
précédant la sporulation.
Fig. 49. — Leur absorption par les tpores.
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Texte : https://archive.org/details/recherchescytol01guilgoog. Domaine public ; numérisation mise à disposition par Internet Archive. Mise en forme : liregratuitement.com. Tout ce que nous ajoutons reste libre.
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