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PREFACE

Les perfectionnements de la technique histo-
logique ont permis depuis quelques années
d’aborder les problémes 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
é¢lémentaires la présence toujours corstante
d’un noyau. Il n’y aurait guére que les Monéres
de Hceckel qui, d’aprés cet auteur, feraient
exception a la régle. Mais Griiber grace a des
méthodes nouvelles de coloration est arrivé a
déceler dans un grand nombre de Monéres la
présence de granules présentant les caractéres
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Nous soumettons ce travail & la bienveillance
de notre président de theése, M. le professeur
Gaston Bonnier. Nous n’aurions pas entrepris
cette étude, si nous ne nous étions, dés le début.
senti soutenu par la bienveillance d’un maitre
toujours prét a encourager les recherches de

botanique.
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CHAPITRE PREMIER

INTRODUCTION

I. — HistorIQUE DE 1A QUESTION

Depuis longtemps les botanistes se sont
préoccupés de la structure des champignons.
De nombreux observateurs, tels que Schmitz,
Strasburger, Dangeard, Istwanfi, démontrérent
Uexistence du noyau dans la plupart des moisis-
sures, et ces résultats furent confirmés d’une
maniére 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 mati¢res colorantes, jointes a la pré-
sence d’'un trés grand nombre de produits

o

divers disséminés dans la cellule et capables de

GUILLIERMOND . 1
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fixer les colorants, rendaient extrémement diffi-
cile la différenciation du noyau. Aussi depuis
trés longtemps les observations se suivent sans
apporter autre chose que des résultats contra-
dictoires.

Schleiden (1845) et Naegeli (1846) apercurent
pour la premitre fois le noyau des levures.
Longtemps apres, Schmitz (1879), a I’aide d’une
fixation a Iacide picrique et d’'une coloration a
I’hématéate d’ammoniaque, trouve a son tour
dans le S. cerevisice et le S. mycoderma oint,
des corps qu’il considére comme des noyaux.
D’apres lui, il y aurait dans chaque cellule un
noyau sphérique logé dans le plasme et a peu
pres au centre de la cellule.

Zalewsky (1885) étudie la sporulation du
S. ellipsoideus. Il place quelques cellules de cette
levure sur des gouttelettes pendantes d’eau dis-
tillée et suit le processus de la formation des
spores. 11 contaste que la cellule devient vacuo~
laire, puis les vacuoles finissent par se fusion-
ner pour constituer une seule grosse vacuole
occupant presque toute la cellule et rejetant
le protoplasme a la périphérie. Certaines par-
ties de ce protoplasme forment des saillies, se
gonflent et constituent les spores. On distingue
dans ce plasme sporogéne quelques granules
que Pauteur considére comme des noyaux en
voie de division. D’autre part, en colorant la
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levure avec I'hématoxyline, il arrive & mettre
en évidence dans chaque cellule a 1’6tat de
repos, un noyau unique constitué d’une ‘masse
ellipsoidale avec un petit nucléole.

Hansen (1886) constate dans le S. pastorianus
un corps analogue a celui qu’avait déerit
Schmitz, et qui serait également pour lui le
noyau. A peu prés a la méme époque Stras-
burger (1886) colore le S. cerevisice au moyen
de 'hématéate d’ammoniaque apres fixation a
L'acide picrique et voit dans chaque cellule, vers
le centre, un petit noyvau arrondi de couleur
sombre. Zacharias (1887) décele également a
I'aide de I'hématoxyline un corps qui corres-
pondrait au noyau et qui lui semble posséder
les caractéres microchimiques de la nucléine.
Zimmermann (1887) se range aussi a cette
opinion dans son Traité sur la morphologie et
la physiologie du noyau des végétaux.

Kunstler-et Busquet (189o) publient une étude
histologique sur le S. guttulatus. Ils observent
une structure protoplasmique tres compliquée
danslaquelleils distinguent: 1° une couche sous-
cuticulaire hyaline (ectoplasme) a organisation
fibrillaire ; 2° une couche moyenne formée
d’alvéoles et dont chaque alvéole contient une
subtance capable de se colorer intensivement :
3* deux vactuoles centrales occupant la majeure
partie de la cellule. Ils différencient de méme un
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noyau situé au centre de la cellule et constitué
d’une masse chromatique entourée d’une zone
hyaline. I’ensemble de ce noyau montre une :

structure alvéolaire. [’existence du noyau serait

selon eux indubitable. |
D’autre part les analyses de Hoppe Seyler et ‘ |
de Kossel (1882), mettant en évidence la pré- |
sence de la nucléine dans les levures, venaient
a Iappui de ces différentes observations. ‘
Cependant Briicke (1861) et Krasser (1881),
les premiers, avaient ni¢ 'existence du noyau :
dans les cellules des levures. Roux et Linos- ,
sier(189o), étudiant le champignon du muguet, :
ne parvenaient pas non plus a différencier le :
noyau a l'aide des cotuleurs d’aniline et pen: |
saient que la nucléine était diffuse dans le
protoplasme comme chez les bactéries. '
De son coté, Raum (1891) ne put réussir. a
: démontrer la présence du noyau. Il étudie un ,
grand nombre de levures (S. pastorianus,
S. ellipsoideus, Monilia candida, S. Kefir,
divers Torula). 11 fixe par la chaleur. et
emploie comme colorant un mélange de bleu de
méthyleéne et de brun de Bismapck, suivant la
méthode utilisée par Ernst pour les bactéries.
Il arrive par ce procédé a différencier des
granules noirs se détachant sur'un fond jaune
ou brun; ces granules sont trés wvariables
d’une cellule a lautre; aussi ‘bien' par leur
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dimension que par leur nombre. Ce ne sont pas
des formations absolument constantes ; ils sont
surtout nets lorsque les cellules sont en pleine
vitalité ; ils sont quelquefois disséminés de
coté et d’autre dansle protoplasme, mais le plus
souvent ils forment une masse i contour irrégu-
lier et qui pourrait étre assimilée A un noyat.
Ces granules semblent étre trés plastiques et
pénétrent dans les bourgeons en se rétrécissant
dans le col qui unit le jeune bourgeon a la
cellule mére. Raum les a constatds toujours a
proximité des vacuoles, avec lesquelles ils sont
dans un rapport constant. Les vacuoles seraient,
suivant cet auteur, capables & certains stades
de fixer la couleur et de se transformer en ces
granules. Au moment de la sporulation, les
granules se multiplient et forment un cercle
autour de la cellule, puis se fusionnent pour
entrer dans la constitution des spores comme
les grains sporogénes de Ernst. Ils correspon-
draient aux vacuoles décrites par Zalewski au
moment de la sporulation. Ces granules ne
sont pas constants dans la cellule, n’offrent
aucune trace de structure et n’ont pas les pro-
priétés microchimiques de la nucléine; aussi
Raum se refuse-t-il a les considérer comme
des noyaux et les rapproche des grains spo-
rogenes découverts par Krnst chez certaines

bactéries.
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Moeller (1892) affirme au contraire la pré-
sence d’un noyau dans le S. Cerevisiee. 11 fixe
les cellules par une solution d’iodure de potas-
sium saturée d’iode et colore au moyen de la
fuchsine, de I’hématéine ou du violet de gen-
tiane. Il obtient ainsi la différenciation d’un
noyau. Ce mnoyau est homogéne et posséde
une forme wvariable, le plus souvent ronde,
mais quelquefois discoidale ou lobée. Il est
situé soit au milieu de la ecellule, soit au voi-
sinage de la membrane. Il semble étre doué
de mouvements amiboides. Sa division parait
s’effectuer suivant le mode direct. Le proto-
plasme contient en outre une grande quantité de
microsomes qui se teignent intensivement par
le bleu deméthyleéne. L auteur cherche a étudier
le role du noyau dans la formation des spores,
mais il ne parvient pas a observer sa division.
Le noyau reste a [’état de repos dans le plasme
de la cellule, alors méme que les spores nais-
sent a coté, sous forme de petites masses
arrondies, qui se colorent uniformément sans
qu’on v putsse distinguer de m:l\‘;n"l. En pré-
sence de pareilles singularités, Moeller n’hésite
pas a nier 'existence des spores chezleslevures
et a prendrée les corps ainsi décrits pour de
simples gouttelettes de graisse exsudées du
protoplasme en dégénérescence et dépourvues

de membranes et de noyaux. Moeller étudie
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dans le méme travail quelques conidies levures
d’Ustilaginées et constate une compléte simili-
tude entre la structure de ces formes levures et
les véritables levures; il s’en sert pour nier
I'indépendance du genre Saccharomy-ces.

n 1893, Meeller reprend ses recherches et
confirme sa mani¢re de voir au sujet du noyau
en employant cette fois I’hématoxyline de
Heidenhain, mais il reconnait son erreur a
I’égard des spores. 11 constate chez les Saccha-
rom)-ces de véritables spores endogenes conte-
nant chacune un noyau et provenant de la
division amitotique du noyau de la cellule
mere.

Krasser (1893), se basant sur ce que les corps
de Mceller ne possedent pas les propriétés de la
nucléine, réfute ce travail et considere le pro-
toplasme des levures comme un archiplasme
dans lequel serait disséminée la nucléine.

Hiéronymus (1893) arrive de son coté a des
résultats tout a fait différents de tous ceux que
nous venons d’analyser. Al’aide d’une solution
de carmin acétique, il observe une structure
particuliere dans le S. cerepisice: la céllule
serait traversée de parten part par un filament
central (centralfaden) enroulé en spirale ou
pelotonné et formé d’un grand nombre de gra-
nules réunis par du protoplasme et fortement
colorables. Ces granules auraient des formes
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trésirrégulieres, la plupart seraient anguleuses
et dans les plus gros I'auteur croit reconnajtre
des contours géométriques et les considére
comme des cristalloides. Quelques-uns de cés
granules se répandraient dans les vacuoles et y
seraient animés de mouvements browniens.
Ceux-ci, trés gros, montreraient nettement des
formes  tétraédriques. Hiéronymus compare
cette structure a celle qu’il avait observée chez
les Phycochromacées, ou il existerait le. méme
centralfaden. Les réactions microchimiques de
ces granules lui donnent des résultats incer-
' tains, mais il eroit néanmoins pouvoir les assi-
miler & ‘des grains de chromatine et ’ensemble
constituerait I’équivalent d’un noyau.

L’étude du noyau des levures fut reprise en
1893 par M. Dangeard ; par une fixation a I’al-
cool absolu et une coloration a I’'iématoxyline,
il met en évidence dans le S. cerevisicc un
noyauformé d’unnucléoleincolore etd une vési-
cule limitée par une membrane. La division
parait s’accomplir par voie amitotique. Cer-
taines figures lui rappellent les dessins d’Hiero-
nymus et le centralfaden et il se les explique
par une fixation défectucuse qui aurait déchiré
le noyau et 'aurait divisé en fragments. De son
coté Janssens (1893) est amené A constater aussi
Pexistence d'un noyau dans plusieurs levures.

B. Fischer et Brebeck (1894) signalent chez
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quelques levures la présence d’un noyau ana-,

logue a celui qu’avait décrit Moeller.

Beyerinck (1894), dans sa Monographie du
Schizosaccharomy-ces octosporus découvert par
lui sur des raisins de Turquie, observe pendant
la sporulation des corps réfringents paraissant
se diviser avant la formation des spores et qui
seraient des noyaux.

Dans seslecons surla cellule, Henneguy (1896)
admet également Iexistence d’un noyau et il
s’appuie pour cela sur des observations qu’il a
faites sur une levure rose développée acciden-
tellement surune culture depus blennorhagique
et chez laquelle il observait un noyau entouré
d’'une membrane d’enveloppe et contenant un
nucléole.

Crato (1896) remarque dans certaines levures
une structure alvéolaire tres voisine de celles
qu’il avait rencontrées dans les algues et aper-
coit un corps sphérique qu’il croit étre un
noyau.

Dans ces derniéres années, on découvrit cer-
taines levures pathogeénes qui furent 'objet d’un
grand nombre de travaux histologiques. Maffuci
et Sirleo (1895) isolent une levure d’un néo-
plasme du poumon de cobaye. Ils observent
cette levure avec une coloration a I’hématoxy-
line et trouvent un noyau logé.au centre de la
cellule, qui occupe la majeure partie de la
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cellule; il est formé d’une vésicule limitée
par une membrane et contient & son intérieur
un certain nombre de granules qui représentent
de la chromatine. Au moment du bourgeonne-
ment, il s’étire et pénetre dans les jeunes bour-
geons en se divisant par amitose.

Mais bientot aprés, Roncali (18¢g5), étudiant
quelques levures pathogtnes trouvées dans dif-
férents tissus et s’appuyant sur les recherches
de Sanfelice, conteste les résultats de Malluei
et Sirleo, et déerit chez les levures un proto-
plasme formé de deux substances, dont 'une
périphérique se colore fortement et ’autre cen-
trale se teint moins intensivement et a dans
les préparations fraiches un aspect hyalin. On
trouve disséminés dans la partie hyaline de ce
protoplasme des granules réfringents qui fixent
les maticres colorantes etauxquels on doit attri-
buer' la valeur de grains de nucléine. La
nucléine serait donc mélangée au protoplasme
comme chez les bactéries. Ces résultats sont
obtenus a l'aide du carmin de lithium.

Hisenschitz (1895) retrouve dans le proto-
plasme des levures des granulations analogues
a celles de Raum. Il 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 matiéres colorantes ;
les uns se trouvent dans le protoplasme, les
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autres sont situés dans la vacuole et ordinai-
rement dans la périphérie. Ces granules se
distinguent par leur réaction chimique; les
premiers résistent a Daction d’une selution
concentrée d’acide chlorhydrique; au contraire
ceux (ui sont contenus dans les vacuoles se
dissolvent comme la nucléine et cette pro-
prié¢té, jointe a 'absence du noyau et a leur affi-
nité pour les matiéres colorantes, fait admettre
a 'auteur qu’ils sont de nature nucléique. Le
novau de ces étres élémentaires serait donce
réduit a I’état d’une simple vacuole contenant
un certain nombre d’éléments solides qui repré-
senteraient des grains de chromatine. L’hypo-
thése de l'origine vacuolaire du noyau avait
déja été formulée par quelques histologistes et,
entre autres, Hofmeister et Auerbach; Eisens-
chitz se eroit autorisé a considérer cette vacuole
comme un stade primitif de 'évolution du
noyau, qui serait complété dans le dévelop-
pement bhyl_ngénéliquu pour en arriver a la
conformation du noyau des organismes supé-
rieurs. Nous verrons plus loin que cette théorie
sera reprise par Wager.

Curtis (1895)découvre dans certaines tumeurs
malignes une levure qu’il désigne sous le
nom de S. tumefaciens. Sous l'inspiration de
Metschnikoff, il étudie la structure «le cette
levure. Il colore avec le vert de méthyle,
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réactif spécifique de la nucléine, et n’arrive
dans aucun- cas a démontrer la présence d’un
noyau, mais il observe dans le protoplasnre’
des granules réfringents : les uns ne se colo- E
rent pas et seraient des maticres de réserve
de nature albuminoide, les autres fixent le vert
de méthyle et peuvent étre assimilés a des
grains de chromatine. En effet, ces granules
disparaissent sous I'action des dissolvants de la .
nucléine et apres ce traitement le protoplasme
prend une couleur foneée paraissant due & une
diffusion de la nucléine.

Macallum (1896), par des procédés d’un autre
ordre, arrive a de semblables résultats. Ayant
démontré, dans des recherches antéricurcs, la
présence du fer dans le noyau des animaux et
des végétaux, il essaie de différencier le noyau
en mettant en évidence ce métal a I'aide de cer-
tains réactifs chimiques et il compare les résul-
tats obtenus par cette méthode avec ceux que
lui donnent les matiéres colorantes (h&matoxy-
line, safranine, éosine); il observe un grand
nombre d’organismes et notamment des cham-

' pignons et des algues. Par des colorations a
I’hématoxyline, apres fixation par la liqueur de
Flemming, il remarque chezle S. cerepisice un
petit corps présent dans chaque levure et cor-
respondant au noyau décrit antérieurement, .
mais ce corps ne se colore pas par la safranine
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et ne se diflérencie pas avec I’hématoxyline,
lorsqu’on a employé la fixation au sublimé ;
Pauteur met en doute sa nature de nucléine. Le
S. Ludwigii possede de semblables corps, qui se
manifestent encore plus nettement. Le reste du
protoplasme se colore fortement et montre une
structure alvéolaire dont les noeuds des mailles
contiennent des granulations plus colorables
qui ressemblent par certains cotés aux granules
de Raum. Souvent il existe, au lieu de petits
alvéoles, de grosses vacuoles occupant le centre
de la cellule. En traitant la cellule parle sulfhy-
drate d’ammoniaque, on obtient une coloration
verte difluse du protoplasme qui indique la
présence du fer disséminé dans tout le proto-
plasme et qui correspond avec la propriété de
ce protoplasme de fixer I’hématoxyline. Mais
les granules situés dans les neeuds du proto-
plasme apparaissent en vert foncé 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 repré-

sente les noyaux des auteurs précédents. Macal-

lum ne croit pas pouvoir les considérer comme

tels, étant donnée l'irrégularité de leur colora-
tion avec les colorants nucléaires, et il ignore
leur signification. La nucléine des levures serait
donc diffuse dans le protoplasme et il n’exis-
terait pas de noyau.
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Macallum étudie en outre un certain nombre
de champignons appartenant a d’autres genres
(Hyphelia terrestris, Agaricus, Cyslopus candi-
dus, Aspergillus glaucus) et il constate partout
la méme particularité, seulement dans ces der-
niers la nucléine peut a certains stades du
développement se¢ condenser sous forme de
véritables noyaux.

Buscalioni (1896), prenant comme sujét d’étu-
des le S. guttulatus (Robin), parasite de l'intes-
tin du cobaye, fait une ¢tude tres soigneuse de
la structure de ce blastomycete. Il fixe au moyen
de la coagulation par la chaleur et emploie
Phématoxyline de Boehmer comme matiere
colorante. Il observe dans chaque cellule deux
vacuoles occupant les deux pdles, et laissant
entre elles un espace protoplasmique trés dense
et imprégné de glycogéne, ou se trouve situé le
noyau. Ce noyau se laisse apercevoir a 1’état
frais comme une masse arrondie, un peu plus
réfringente (ue le protoplasme. Il se colore faci-
lement avec 'hématoxyline et apparait comme
une masse homogene. La division se fait par
amitose : le noyau s’étire, pénetre dans le jeune
bourgeon, se rétrécit dans le col et se divise
en deux portions. Le protoplasme renferme
quelquefois des granulations qui fixent ’héma-
toxyline et qui sont considérées par Buscalioni

comme des matieres de dégénérescence.
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Au moment de la sporulation, le protoplasme
devient granuleux et les granules se coﬁdensent
pour former les spores. Ces granulations parais-
sent étre de nature graisseuse, car elles brunis-
sent par Pacide osmique. En méme temps le
noyau se¢ divise en autant de noyaux filles qu’il
y aura de spores. Cette division parait s’opérer
suivant un mode différent de celui du bourgeon-
nement et qui rappelle la karyokinese,

Errera et Laurent (1897), dansle texte de leurs
planches physiologiques, figurent des cellules
de S. cerepisice avec un noyau qu’ils colorent a
I’hématoxyline et dont ils affirment I'existence.

Vers la méme époque (1897), Gasagrandi fait
une étude détaillée de la membrane des levures
eten profite pourtoucher a la question dunoyau
qu’il colore a I’hématoxyline, et sur lequel il
se propose de revenir dans une étude posté-
rieure. Dans le protoplasme il distingue
des granules réfringents qui sont localisés soit
dans le protoplasme soit dans Uintérieur des
vacuoles; ces granules sont disposés d’une
maniere trés variable; souvent ils rappellent
le centralfalden de Hieronymus. Vill avait déja
signalé dans les levures des granules qu’il
considérait comme des globules d’huile. Casa-
orandi confirme cette mani¢re de voir et mon-
tre que ces granules se dissolvent aprés un

traitement prolongé dans Déther et qu’ils
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brunissent par l’acide osmique. [ls joueraient
le role de matic¢res de réserve.

Hans Ziemann (1898) essaie un nouveau pro-
cédé de double coloration (bleu de méthyléne et
éosine) qui lui donne des résultats satisfaisants
chez les protozoaires, les champignons et les
bactéries. Il décrit chez quelques champignons
(Oidiam lactis, Oidium albicans, S. cerevisice,
S.niger) unnoyau se teignant en rouge, contenu
dans unezone achromatique et quise détache du
protoplasme coloréenbleu. Cenoyauest susecep-
tible de se diviser et il peut exister jusqu’a seize
noyaux dans chaque cellule.

Enprésencedesdivergencesd’opinionrégnant
jusqu’alorssurle noyaudeslevures, Bouin (1898)
essaie detrancher la question, et entreprend une
série de recherches sur un certain nombre de
levures (S. pastorianus, S. cerepisie, S. Lud-
wigil, S.mycoderma, S. tumefaciens). Les résul-
tats les plus favorables sont obtenus avec
I’hémalun et surtout I’hématoxyline de Hei-
denhain apres fixation a I'alcool ou au sublimé.
Il constate la présence d’'un noyau qui est quel-
quefois homogene, mais qui souvent se montre
constitué d’'une membrane d’enveloppe et d'un
nucléoplasme contenant des granules colora-
bles de chromatine. Ce noyau est souvent d'un
conteur irrégulier qui semblerait di & des mou-
vements amiboides. Pendant la fermentation, le
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noyau envoie des prolongements de tous cotés
et se met en relation avee le protoplasme, pre-
nant ainsi des formes étoilées. Le mode de divi-
sion le plus fréquent pendant le bourgeonne-
ment est 'amitose : cependant, dans le S. Lud-
wigit et dans le S. mycoderma oini et:cerepi-
stee on constate des divisions particuliéres que
I'auteur considére comme intermédiaires entre
la division directe et la karyokinese.

En placant le S. cerevisice dans le milieu
ou I'avait cultivé Hieronymus, ¢’est-a-dire dans
une solution de 20 p. 100 de saccharose, Bouin
obtient une structure qui rappelle celle qu’avait
décrite cet auteur. Cette cellule se remplit de
granules qui se disposent souvent en spirales
comme le centralfaden et qui paraissent possé-
der les réactions de la nucléine : ce seraient des
noyaux. Un tel milieu de culture semble d’une
trop forte concentration pour la levure, qui se
gl’_)ll“ﬁ et arréte SOOI l_)(Jlll’g(‘.OIlH(‘II']Cllt SAns (i[l(.‘a 1(}
noyau cesse de se diviser et 'on obtiendrait
ainsi des cellules plurinucléées. Ces divisions
successives du noyau dans une méme cellule
sans partage de la cellule ont été constatées
par plusieurs observateurs dans des cellules
placées dans des conditions défavorables, et
I’auteur considére cette anomalie comme prove-
nant de la trop forte concentration du milieu qui
amenerait un état pathologique de la cellule.

GUILLIERMOND. 2
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Dans la sporulation, le noyau parait se divi-
ser constamment par un mode intermédiaire
entre la mitose et 'amitose.

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 une fixation par le procédé
de Moeller et une coloration a I’hématoxyline
au fer. Leur étude porte sur S. cerevisie, S.
Ludwigii, S. pombe, S. octosporus. [ls constatent
toujours ’existence d’un corps nuecléaire. Ce
noyau est constitué par une membrane, un
karyoplasme incolore et un nucléole. Au début
de la fermentation, le noyau se vacuolise. Il se
présente a ’état frais sous la forme d’une
vacuole renfermant une sphérule animdée de
mouvements browniens; bientot apres, il se
ramasse sur lui-méme et le protoplasme se
vacuolise a ses dépens. Enfin, & la faveur
d’une nutrition tres favorable, le protoplasme
comble ces vacuoles et la levure prend en
frais 'aspect d'un globule uniformément dense
et réfringent. A ce stade la levure fixée pré-
sente un protoplasme 4 structure réticulée
typique. Des granules fortements colorés par
Phématoxyline peuvent naitre dans les nceuds
des trabécules 1)1’()L(J[)l:l!—i!lli(lll(:ﬁ, ou ils sont a
Iétat d’enclaves. Ces granules correspondraient
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aux granules de Raum et a ceux de Hierony-
mus. lls disparaissent avant la formation des
spores et doivent étre considérés comme des
inlermédiaires. Il seraient de nature nucléo-
“albuminoide.

Dans les cellules vieilles. le noyau peut se
vacuoliser de nouveau et la cellule revient a son
état primitif,

La division du novau s’effectue dans le boup-
geonnement par le mode direct (S. cerevisiae),
mais aussi trés souvent par lée mode indirect
(S. Ludwigii, S. oclosporus).

Dans les cellules qui se préparent a sporuler,
Janssens et Leblanc eroient observer une divi-
sion du noyau en deux noyaux filles qui sem-
blent se séparer complétement, restent quelque
temps tres rapprochés I'un de Fautre, puis se
refusionnent. Ils rapprochent ce phénomene des
conjugaisons nucléaires déconvertes par Dan-
geard et Suppii|~'|1:'nuf1"\' chez certains cham-
pignons et admettent que la cellule mere de
lCasque a la valeur d’un ceaf fécondé. Ce n’est
quapres cette division préalable suivie d’une
refusion, que s’effectue la division ayant pour
but de fournir un noyau a chaque spore. Cette
division se fait par karyokinese.

Malgré ces derniers tratvaux (qui semblaient
démontrerdéfinitivement I'existence d’un noyau

dans les cellules de levure, la question était
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encore trés contestée, lorsque Wager reprit
cette étude et publia en 1898 un tra rail d’une
remarquable précision. I1 observe le S. cere-
pisiee, le S. pastorianus, le S. Ludwigii, le S.
mycoderma etune levure rose trouvée dans son
laboratoire. Il essaic un grand nombre de fixa-
teurs et s’arréte au sublimé qui lui donne les
meilleurs résultats. Il expérimente également
beaucoup de matieres: colorantes : hématoxy-
line de Delafield, hématoxyline au fer, violet de
gentiane, safranine, carmin et nigrosine, bleu
de méthyleéne et fuchsine, bleu de méthyléne et
¢osine ; mais les préparations les .plus favora-
bles lui sont fournies par les mélanges de vert
de méthyle et de fuchsine.

I1 déerit au début dela fermentation, chez le
S. cerepisice, un noyau (noyau des auteurs), de
structure toujours homogéne, et qui ne colore
jamais d’une fagon trés vive. Get élément tou-
jours accolé a la vacuole correspondrait au
nucléole. Cette vacuole qu’il désigne sous le
nom de vacuole nucléaire, en s’appuyant sur les
observations d’Eisenchitz, contient toujours un
certain nombre de granules, quelquefois grou-
pés en réticulum tres fin, et quise teignent d'une
mani¢re intense avee la plupart des colorants.
Ces granules résistent a Paction de la pepsine,
de méme que le nucléole; il les considére comme
étant de nature chromatique. L’ensemble de
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cette vacuole remplie de granules chromatiques
et de ce nucléole toujours en contact avec cette
racuole, constituerait, selon lui, le noyau
(appareil nucléaire).

Il peut exister en outre, en dehors de la
vacuole, des granules disséminés dans le pro-
toplasme, qui se colorent ¢galement. Les
uns, rougissant par la teinture d’alkanna,
semblent appartenir a la catégorie des glo-
bules d’huile. Les autres seraient des matiéres
protéiques. Ces granules offrent parfois des
dispositions qui rappellent le centralfaden de
Hieronymus. Ils sont trés souvent groupés
autour d’un nucléole, paraissant servir a sa
nutrition ; le nucléole ainsi entouré d’un amas
de granules irrégulierement d isposés autour de
lui prend alors des formes étoilées, qui lui don-
nent l'aspect décrit par Bouin pendant la fer-
mentation.

A une période plus avancée de la fermen-
tation, la vacuole nucléaire disparait et on voit
se former une énorme vacuole imprégnée de
glycogéne, qui refoule le protoplasme a la
périphérie de la cellule. Le protoplasme est
alors réduit & une mince couche pariétale,
contenant sur un de ses cotés le nucléole et les
éléments chromatiques disséminés autour du
nucléole. Cette vacuole n’a nigda structure, ni
le méme role que la vacuole nucléaire.
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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 fermenta-
tion. ‘

La division du noyau pendantle bourgeon-
nement se produit toujours par amitose. La
vacuole nucléaire pousse dans le jeune bour-
geon un prolongement dans lequel s’accu-
mulent un certain nombre de granules de
chromatine et gqui se séparent par constriction
de la vacuole primitive ; le nucléole subit en
méme temps un phénomene analogue pour
donner deux nueléoles fils.

Chez le S. Ludsigii, il existe ortlinairement
deux vacuoles situées aux deux poles de la
cellule et une vacuole nucléaire toujours en
contact avee le nucléole et an milien de’ la
cellule. Quelquefois cependant cette vacuole
reste éloignée du nucléole, mais en ce cas lui
est toujours unie par un mince filet de granules
chromatiques.

Au moment de la sporulation, on observe
une division de la vacuole nueléaire qui
aboutit 2 une vacuolisation complete du proto-
plasme lequel prend alors un aspect rappelant
la structure de Butschli. Les granules chroma-
tiques 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
neyau; et & ce moment commence la division
du noyau par un procédé qui rappelle un peu
la karyokinése. Le protoplasme se rassemble
autour du noyau et se partage en autant de
masses qu’il y a de spores. Les spores naissent
d’abord trés petites, puis grossissent peu a peu
en absorbant le reste du protoplasme de la
cellule meére. Chaque spore posséde un noyau
constitué¢ uniquement d’un nuecléole accolé a
['un des cotés de la membrane et d’out part un
protoplasme rayonnant. Wager n’a jamais
observé de conjugaisons nucléaires précédant la
division; comme l'avaient signalé Janssens et
Leblane.

[’auteur, ayant remarqué la méme structure
avec vacuoles nucléaires et nucléoles chez un
Mucor qui s’était développé accidentellement
dans les cultures, se demande si cette strue-
ture ne serait pas répandue chez beaucoup de
champignons inférieurs ().

Cette interprétation toute nouvelle a 'avan-
tage de concilier les deux opinions contra-

dictoires qui partageaient les observateurs qui

(1) Vuillemin avait déja remarvqué dans I'Hrtomophtora
glacosporn des noyaux accolés & des vacuoles, limités par
une sorte de membrane trés délicate et renfermant quelques
fines granulations de chromatine.
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avaient étudié la structure des levures. La
précision de ces recherches, le grand nombre
de méthodes de coloration essayées, joints a
la notoriété de Pauteur, donnérent une trés
grande importance & ces observations qui sem-
blaient définitivement résoudre ce probléme si
complexe.

Aussi ce travail fut-il trés bien accueilli par
la plupart des botanistes (Matruchot, Reoue gén.
de bot.; Poirault, Année biologique; Errera,
Bull. de I’ Université de Bruxelles) (1).

II. — TrcuNIQUE

Méthodes de culture. — 11 est nécessaire, si
I’on veut obtenir des préparations suflisantes
pour observer la structure du noyau et sa
division, de prendre comme objet d’études des
cellules jeunes et vigoureuses, dans lesquelles
le protoplasme est encore dense et homogéne.
Plus tard les vacuoles augmentent de volume,
se fusionnent et repoussent le protoplasme vers
la périphérie de la cellule : le noyau se trouvant
ainsi comprimé entre la vacuole et la membrane

(1) Poirault, dans son compte rendu de I’ Année biologique,

serait disposé & considérer le noyan de Wager comme un
centrosome.
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se déforme, se contracte et devient fort difficile
a différencier ; en méme temps le protoplasme
et les vacuoles se remplissent de produits de
nutrition qui sont susceptibles de prendre la
couleur d’une maniére plus intense que le
noyau et exposent a des erreurs d’interpréta-
tion. Il faut en outre que les cellules examinées
aient vécu dans un milieu trés favorable afin
d’éviter les phénomenes de dégénérescence
précoce.

Les liquides 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 a la végétation des levures,
sauf de trés rares exceptions. Pour 'étude des
moisissures (Dematium et Oidium) nous avons
substitué a ces liquides le liquide Raulin, qui
nous a paru particulierement favorable a leur
développement. Nous n’avons jamais employé
que des cultures pures. Ces liquides étaient
plaeés dans des flacons d’Erlenmayer et sté-
rilisés a autoclave.

Pour ce qui concerne les phénoménes de spo-
rulation, nous avons utilisé quelquefois des
blocs de gypse suivant le procédé ordinaire,
mais seulement dans les cas ot la formation des
spores s’obtenait difficilement. Cette méthode a
en effet le grand inconvénient de provoquer

»

quelquefois une dégénérescence partielle du
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protoplasme et de déformer les cellules. Enfin
elle ne réussit a la production des spores que
lorsque les cellules ont sé¢journé préalablement
dansun milieu tres nutritif. Le meilleur procédé
est la culture sur tranches de carotte suivant la |
méthode de Reess. La carotte constitue un milieu ' |
défavorable a la vie de la levure puisqu’elle
ameéne la sporulation, mais qui parait t’_'(‘l'){_‘ndzml«
trés nutritif. Les cellules placées dans de telles
conditions se multiplient assez abondamment, :
accumulent une trés grande quantité de produits |
de réserve et la sporulation s’obtient ordinaire-

ment tres vite, au bout de deux ou trois jours.

Ce procédé a 'avantage de permetire de suivre |
tout le cyele évolutif du développement dune
levure. L’étude des germinations peut aussi se |
faire facilement par ce méme genre de culture;
en y placant, a l'aide d™un (il de platine, une
certaine quantité de levures ayant sporulé, et
en 'y laissant quelques heures, on peut obtenir
tous les stades de germination de la spore. Un "
autre procédé trés commode consiste a mettre
dans un petit cristallisoir contenant quelques
gouttes de liguide Pasteur une certaine quan-
tité de spores. On peut également se servir |
avec avantage des cultures sur cellules Van

Tieghem;onsuitlesphénomeénes de germination

a I’'aide du microscope et dés que le développe-

ment des spores a atteint le stade que 'on veut
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étudier, on enléve la lamelle recouvrant le dis-
positif, on laisse ¢évaporer la gouttelette de
liquide nutritif et on fixe «en plongeant la lamelle
dans le bain fixateur. Le défaut de cette méthode
est de contracter les cellules pendant la dessic-
cation et de donner de mauvaises fixations.

Procédés pour recueillir les cellules. — Le
moyen le plus commode et le plus spuvent em-
ployé pour I’étude des étres mono-cellulaires
est laméthode des frottis : elle consiste a prome-
ner un fil de platine contenant un certain nom-
bre de cellules sur un cover ou sur une lame de
verre, enduits d’une légere couche d’albumine
afin- de faciliter Padhérence 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
préfere-t-il  déposer une certaine couche de
levure dans le bain fixateur et ne se sert de la
méthode des frottis que pour la coloration ; nous
avons constaté le méme fait et comme d’auntre
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
procédé de Wager. Lorsque nos levures prove-
naient de culturfes sur carotte, nous raclions

a I'aide d’un scalpel la couche de levure déposée
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sur le substratum et nous la placions dans le
bain fixateur. Pour les cultures en milieu
liquide, opération est plus compliquée et nous
devions filtrer et recueillirle résidu. Malgré cela,
nous avons presque toujours observé que I'em-
ploi des frottis méme aprés la fixation offrait de
sérieux inconvénients. Il ameéne toujours une
contraction dela 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 sont jamais trés bonnes. Nous
avons pu nous persuader par un grand nombre
d’observations que la contraction du noyau
avait eu une large part dans les insucces de
beaucoup des histologistes qui ont étudié la
structure des levures (1). Pour y remédier nous
avons essayé de faire des cultures sur milieux
solides (carotte.pomme de terre) etlorsque nous
voulions examiner la culture, nous coupions
une légeére tranche du substratum chargé de

levure que nous déposions, apres avoir fixé,

(1) Il existe toujours une différence trés sensible entre les
préparations obtenues a laide de la méthode des frottis
(soit avant, soit apreés la fixation) et celles (qu'on a [aites par
les procédés que nous indiquons. Dans les premicres, le
noyau tres contracté a un ‘aspect presque toujours homo-

gene; dans les secondes au contraire. il montre une structure
distmecte.
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dans le bain colorant, puis dans le bain décolo-
| rant et Popération terminée nous raclions la
J couche de levure qui remplissait ce substratum
Y pour en déposer une partie sur une préparation.
II De cette facon on pouvait colorer les cellules
‘ sans les déposer sur un cover et sans s’exposer a
| les perdre dans le bain colorant. Un tel procédé
j ‘ ne nousa jamais donné de résultats satisfaisants,
’ La carotte se colore fortement et il reste sur la
lamelle des cellules de carotte mélées aux
levures, qui empéchent d’avoir des préparations
! suffisamment nettes. D’autre part, une certaine
quantité de levure disparait dans ces bains suc-
cessifs et ce qui reste se colore diflicilement.
Le procédé qui nous a donné les meilleurs
résultats estle suivant: on sémé dans un liquide
| Yasteur, en méme temps que la levure, un
- champignon capable de vivre dans ce milieu
sans géner le développement de la levure, tel
par exemple le Penicillium glaucum. Au bout
de quelques jours, on prend & laide 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 enchevétrées
dans le mycélium. Lorgqu'on a étalé le frag-
ment de mycélium sur la lame on apercoit tres
distinctement les cellules de levure dans les
interstices, sans que la moisissure géne en quol
que ce soit la netteté de la préparation.
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Cette méthode compliquée ne nous a servi
que dans les cas difficiles ott il nous fallait cher-
cher a différencier la structure du noyau ou étu-
diersa division, Dans les autres cas la méthode
des frottis apres la fixation, et souvent méme
avant la fixation, nous a &été largement sulfi-
sante.

Fixation. — Les agents de fixation dont
nous avons fait usage sont: la chaleur, la
liqueur de Flemming, le sublimé, I’alcool a
99" et les solutions aqueuses saturées d’acide

picrique. La flixation par la chaleur, qui con-

<

siste a promener les {rottis pendant quelques
instants sur une flamme, contracte fortement
le protoplasme, mais malgré cela, peut donner
dans certains cas des préparations sullisantes.
Cette méthode a 'avantage d’étre rapide et nous
I'avons employée dans des observations qui ne
demandaient pas une grande précision. En com-
parant les divers autres fixateurs, nous avons
pu constaté qu’ils étaient tous capables de don-
ner des résultats satisfaisants. La liqueur de
Flemming n’a cependant pu étre employée que
rarement: elle entrave en effet les colorations
a 'hématoxyline qui sont les seules qui l""';
mettent de différencier le noyau d’une facon ‘
sullisamment précise. L’alcool & go° ou a ¢5° et

le sublimé nous ont paru favorables : dans
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certains cas avee la fixation par la chaleur ¢’est
la méthode qui l){-'.rln(:t de se rendre le mieux
compte des corpuscules métachromatiques. Les
aulres procédés de fixation et surtout l'acide
picrique rendent lasplupart du temps leur colo-
ration un peu plus difficile et moins régulicre.
[’alcoel a le désavantage de provoquer quel-
ques contractures du prul‘.upl;lsmt. Le lixateur
qui nous a rendu le plus service et que nous
recommandons le plus particuliérement pour
Iétude du noyau est sans contredit acide
picrigue en solution "aqueuse concentrée. Un
lavage trés soigneux dans I'alcool a 70° ‘est

nécessaire.

Méthode des coupes. — Wager a employé
pour la premiére fois, dans I’étude histologique
des levures, la méthode des coupes a la paral-
fine. Il place une portion de levure colorée par
le carmin et la nigrosine (Hartog) dans un petit
flacon, dans lequel .il verse de I'alcool & 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
renfermé au fond du flacon. Lorsque les levures
ont séjourné pendant un temps suffisant dans
la paraffine pure, il solidifie cette paralline,
asse le flacon et plaece un morceau du bloc
ainsi obtenu sur le microtome.
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Nous avons repris cette méthode tant chez
les levures et chez les moisissures, et nous
Iavons essayée avec un certain nombre de colo-
rants (hématoxyline de Heidenhain, hémalun,
carmin et nigrosine, violet de gentiane, ete.).
Les coupes s’effectuent assez facilement; il y a
peude contraction dans les cellules et les.résul-
tats sont souvent satisfaisants. Nous n’avons,
il est vrai, jamais obtenu a Taide de cette
méthode des préparations supérieures a celles
que nous ont données les levures colorées sans
avoir préalablement été coupées. Néanmoins le
procédé est intéressant, il sert de controle 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 granules qui fixent les matiéres
colorantes, plus énergiquement que le noyau,
et que nous apprendrons & connaitre sous le
nom de corpuscules mélaehromatiques. Aussi
est-il trés délicat de diflérencier ces granules
des noyaux et afin de ne pas nous exposer a de
fausses interprétations, avons-nous jugé indis-
pensable d’employer un trés grand nombre de

colorants et de comparer leurs effets.
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-Les colonants spécifiques de la nucléine (vert
de méthyle, safranine), de méme que le violet
de gentiane et la fuschine, sont susceptibles de
donner dans certains cas de bonnes prépara-
tions, mais la plupart du temps ils offrent des

résultats insuflisants. Le carmin boracique ne

différencie ordinairement' pas le noyau. Le
carmin de Meyer et la nigrosine suivant la
méthode de Hartog sont quelquefois d’un bon
secours. La nigrosine employée seule est égale-
ment susceptible de colorer le noyau. Le bleu
de toluidine (Maire) colore en rouge intense les
corpuscules métachromatiques et laisse parfois
apercevoir le noyau en bleu sombre.

Les méthodes de Wager (vert de méthyléene
et fuschine, éosine et bleu de méthyleéne, bleu
de méthyleéne et fuschine), nous ont paru tout a
fait défavorables a 'interprétation de la struc-
ture 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 de Magenta nous a fourni quelque-
fois d’excellentes différenciations nucléaires :
les corpuscules métachromatiques et le proto-
plasme se décoloraient et le noyau apparaissait
en rouge.

Mais les colorants qui nous ont donné les

GUILLIERMOND, 3
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résultats les plus instructifs sont le bleu de
mélyléne et Uhématox)line.

Le bleu de méthyléne, employé en solution
aqueuse a 1 p. 100, colore le protoplasme en
bleu clair et donne aux corpuscules méta-
chromatiques une teinte variant du bleu intense
légerement violet du rouge vif. Le noyau se
différencie quelquefois en bleu un peu plus
sombre que le protoplasme. Le bleu poly-
chrome d’Unna produit encore de plus belles
colorations, mais quise conservent plus diffici-
lement: le protoplasme acquiert une teinte bleu
pale, et les corpuscules métachromatiques se
colorent toujours en rouge étincelant. Le bleu
Borel (Laveran) ne . différencie ordinairement
pas les noyaux et n’ollre pas des résultats supé-
rieurs a ceux obtenus parle bleu de méthyléne
pour ce qui regarde les corpuscules métachro-
matiques. Ces trois colorants sont les plus
utiles pour Détude du protoplasme et des
corpuscules métachromatiques.

Le noyau au contraire ne se différencie clai-
rement qu’avec les colorants hématoxyliques,
surtout apres fixation a D’acide picrique. Les
hématoxylines de Delafield et Grenacher four-
nissent des résultats satisfaisants, mais nous
nous sommes mieux trouvé de ’hématoxyline
de Boehmer. On emploie des solutions diluées
et on ‘laisse 'objet pendant un temps qui varie
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d’une demi-heure a vingt-quatre heures ; puis
on lave pendant vingt-quatre heures dans une
solution & 1 p. 100 d’alun. Les corpuscules
métachromatiques se décolorent en grande
partie; le noyau apparait dans une teinte bleu
foncée.

L’hémalun fournit des résultats équivalents
en ce qui concerne le noyau, mais a I’avantage
d’étre beaucoup plus rapide et de différen-
cier a la fois les corpuscules métachromatiques
et le noyau. La coloration dure .dix minutes ou
une demi-heure au maximum et on lave quel-
ques instants a Pean distillée. Le noyau se
différencie du protoplasme bleu clair en bleu
mat un peu plus sombre. Dans les cas les plus
lavorables, on apercoit les détails de sa struc-
ture. KEnfin les corpuscules métachromatiques
restent colorés en rouge sombre.

Le procédé qui nous a donné les plus belles
préparations pour le noyau, est [’hématox) -
line au fer de Heidenhain. Il consiste & mor-
dancer pendant une durée de temps qui varie
de quatre a six heures dans une solution de fer
ammoniacala 2 '/, p. 100. On lave a grande eau
et on colore pendant vingt-quatre heures dans
une solution d’hématoxyline a 1 p. 100. Ondéco-
lore dans la solution d’alun de fer.

On obtient par ce procédé des préparations
ou l'on distingue avec la plus grande netteté
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les 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 I'éosine. Les corpuscules
métachromatiques se colorent également en
noir, mais 'alun de fer les décolore générale-
ment avant le noyau. Malheureusement cette
méthode donne des résultats trés irréguliers et
a coté de tres bonnes préparations elle pent
produire,sans qu’on en connaisse bien la raison,
des colorations anormales qui ont exposé les
auteurs a de graves confusions; aussi afin de
remédier a cet inconvénient, avons-nous tou-
jours comparé les résultats que nous obtenions
a laide de ce procédé a ce que nous donnait
I’hémalun dans les mémes circonstances.

Conservation des préparations. — Il est tres
difficile de conserver les préparations; celles
qui sont colorées par 'hémalun ou par ’héma-
toxyline au fer peuvent se maintenir assez
longtemps sans s’altérer; il est au contraire im-
possible de conserverles préparations obtenues
a I’aide du bleu de méthyleéne ou du bleu poly-
chrome, car les corpuscules métachromatiques
perdent trés facilement leur coloration, dans
quelque substance qu’on les place.

Nous avons essayé pour les premieres le
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baume de Canada, mais ce procédé détermine
une grande contraction des cellules et surtout
des noyaux qui perdent leurs caractéres de
structure.

La glycérine gélatinée contracte beaucoup
moins, et c’est la méthode que nous avons
adoptée.

Nous nous sommes mieux trouvé encore de
la glycérine aqueuse ; malheureusement, elle
décolore assez vite les préparations et ne permet
guere de les conserver plus de quelques mois.
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CHAPITRE II

Dematium (species)
Oidium Lactis (Fresenius)

[. — DEMATIOM (SPECIES)

Ce Dematium a été rencontré par nous sur
du bois mort humide. ou il formait de petites
taches visqueuses d’'un rouge orangé. Cette
coloration ne se conserve pas dans les cultures
artificielles, cependant dans les cultures agées,
le champignon peut prendre, lorsqu’il n’est
pas cutinisé, une couleur rose ou jaunitre
quelquefois assez accentuée. Il se développe
abondamment sur les tranches de carotte qu’il
recouvre d’un mycélium trés épais et blancha-
tre, qui par son aspect visqueux et duveté
ressemble a I’Oidium lactis. 11 se cultive facile-
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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.

Ce champignon offre tous les caractéres
génériques d’un Dematium. Le thalle varie
beaucoup quant a la dimension et a la longueur
des articles. Chaque articie produit ordinaire-
ment un nombre plus ou moins grand de
conidies, qui bourgeonnent a leur tour et
fournissent une abondante prolifération de
conidies levures. Ces conidies ont l'aspect
des levures typiques; elles sont généralement
allongées et eflilées a leurs deux extrémités.
Leurs dimensions varient beaucoup; les plus
petites ont 4 v sur 3; 84 g . sur 3 & 5 paraissent
étre les dimensions normales. Le plus grosses
atteignent 14 p sur 4, mais ce chiffre peut étre
dépassé de beaucoup au moment ou elles se
préparent a germer; elles se gonflent alors,
s’allongent et se cloisonnent, tout en continuant
pendant quelque temps a bourgeonner.

Le mycélium est capable souvent de se disso-
cier et de donner un certain nombre d’oidies
ressemblant a celles de VOidium lactis et
chacune d’elles peut bourgeonner et produire
des conidies levures. Il se forme parfois aussi,
en certains endroits, des filaments niycéliens
par gonflement et cloisonnement multiples de
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certains articles en tous sens, des amas de
cellules arrondies, correspondant a ce que
Planchon désigne sous le nom de spores en
massif.

Dans les vieilles cultures on observe souvent
une abondante cutinisation du mycélium et des
conidies levures, donnant lieu aux formes fuma-
goides caractéristiques des Dematium.

Dans (uelques cas, nous avons constaté la
présence de pjenides. Malhenreusement, 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 fagon
suffisamment précise pour aflirmer qu’elles ne
provenaient pas d'une impureté de la culture.

Nous n’avons pas pu déterminer I'espéce de .
ce Dematium. Par la forme et la dimension
deé ses conidies levures, il offre assez de ressem- .
blance avec le Dematium pullulans, mais il
s’en distingue par la®couleur rose qwil offre
dans les vieilles cultures et qu’il paraissait avoir
dans les milieux ol nous ’avons recueilli, ainsi
que par l'existence probable des pycnides.

Aspect du champignon a Uétat frais. — Au
début du développement et examiné a D’état
frais, le protoplasme parait trés dense et uni-

* forme : il y a cependant de trés petites vacuoles
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parsemées de coté et d’autre, renfermant un ou
plusieurs granules trés réfringents animés de

mouvements browniens. Les noyaux se distin-

guent parfois comme des espaces sphériques
légérement plus brillants que le protoplasme.
Plus tard les vacuoles augmentent de nombre et
de volume et 1’'on y voit se mouvoir une grande
quantité de granules de dimensions trés varia-
bles, 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 'aspect d’un fin réticulum. Les
vacuoles se rapprochent, se fusionnent et finis-
sent par constituer une seule vacuole par arti-
cle, refoulant le protoplasme a la périphérie et
traversées a certains endroits par quelques bri-
des protoplasmiques, débris des espaces limi-
tant les vacuoles primitives. Les granules s’ac-
croissent considérablement et constituent de
grosses boules sphériques.

Dans les vieilles cultures, le protoplasme se
transforme en petites masses trés réfringentes, a
contour irrégulier et de consistance semi-
liquide, qui se soudent les unes aux autres en
formant de gros amas se distinguant des gra-
nules antérieurs par une moindre congistance
et par une moindre réfringence et qui provien-
nent d’une dégénérescence graisseuse du proto-
plasme. Dans les cultures trés dgées, une grande
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partie de la masse protoplasmique s’est trans-
formée en globules d’huile et ces globules,

. entourés de quelques lambeaux protoplasmi-
ques, sont condensés vers le centre; tout le reste
est rempli d’un liquide cellulaire, dans lequel
nagent encore quelques granules, la plupart de
ces derniers ayant disparu en presque totalité
au cours de la dégénérescence.

Les conidies levures subissent une évolution
parallele. A leur naissance, elles renferment une
vacuole provenant d’un prolongement d’une
racuole du filament quilui a donné naissance
et quis’est séparée ensuite de la vacuole mére
en lui prenant une partie de ses granules. Dans
la suite on distingue le plus souvent deux
vacuoles occupant les deux poles de la cellule.
Dans les cultures anciennes, on observe une
dégénérescence graisseuse identique a celle

que nous avons constatée dans le myeélinm.

Action des colorants. — Si V'on traite le
champignon par la solution iodo-iodurée de
Gram, le protoplasme prend une coloration
jaune et les granules se teignent tres légérement
en jaune pale. Dansle protoplasma, on apercoit
souvent de place en place quelques taches bril-
lantes qui restent incolores et qui représentent

les noyaux. Le glycogéne n’existe’ qu’excep-

tionnellement.
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L’éosine (1) donne une coloration rose du
protoplasme et laisse les granulesincolores. Les
noyaux né se diflérencient ordinairement pas.

Le vert de méthyle colore le protoplasma en
vert pale et donne quelquefois aux noyaux une
teinte un peu plus sombre. Les granules se
colorent. intensivement en bleu foncé, parfois
légérement violet.

Avec la safranine, le protoplasme se teint en
rose et-les noyaux se distinguent parfois avec
une couleur rouge foncée. Les granules se colo-
rent en rouge, mais sans grande intensité.

Avee la fuschine, on obtient au contraire une
coloration intensive des granules en rouge; le
protoplasme devient rouge clair et les noyaux
se dillérencient par une teinte plus foncée.

Le violet de gentiane colore le protoplasme
en bleu violet, les noyaux se dessinent ordinai-
rement comme des taches plus foncées et les
graniiles prennent une couleur nettement rouge.

Le bleu de méthylene et le bleu Borel tei-
gnent le protoplasme en bleu verdatre, les
noyaux se laissent rarement apercevoir comme
des masses d’une teinte un peu plus vive et
les granules ont une nuance qui varie du bleu

(1) Les différents fixateurs que nous avons essaycés laissent
toujours subsister la structure que nous avons observée a
I'état frais, avee seulement quelques contractures dans cer-
tains cas et notamment avec 'alcool ou la coagulation par la
chaleur, aussine parlons-nous pas de leur action.
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intense légérement violet ou rouge sombre (1)
(PL. IX, fig. de 17 a 24).

Le bleu polychrome donne des résultats ana-
logues, mais les préparations sont beaucoup
plus nettes: le protoplasme apparait en bleu
clair et les granules se différencient toujours
avec une belle couleur toujours rouge vif
(P1. IX, fig. de 12 a 16),

Avece 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 pro-
portion de fuchsine contenue dans le mélange.

Les mélanges de bleu de méthylene et de
fuschine fournissent des résultats semblables el
les granules apparaissent avec une couleur
bleu foncé avec parfois un reflet légérement
violacé.

Il en est de méme des mélanges d’¢osine’et de
bleu de méthylene, Ces granules se comportent
donc comme les granules chromatiques de
Wager avec ces trois derniers colorants.

L’hémalun et les diverses hématoxylines
colorentle protoplasme en bleu ; les noyaux se
détachent sous forme de massés arrondies avee

une teinte mate un peu plus foncée, entourée

(1) Nous expliquerons ces variations de coloration dans le

chapitre consacré aux corpuscules métachromatiques.
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d’une aréole incolore de nucléoplasme laissant
distinguer, si la décoloration a été bien effec-
tuée, une membrane tres nette (PL. IX, fig. de
Ia11).

L’hématoxyline au fer de Heidenhain laisse
pn-.s'quc toujours apercevoir les noyaux avec
une couleur noir foneé et montrent trés nette-
ment leur structure. Le protoplasme est entieé-
rement décoloré, de méme que les granules
qui ne s’apercoivent que par leur réfringence.
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
rariabilité de leur dimension et de leurs formes
et leur position dans l'intérieur des vacuoles.
Dans quelques cas et sans qu’on en puisse
connaitre la cause, les granules se colorent
seuls et les noyaux n’apparaissent pas.

Ainsi, il existe dans les cellules de ce cham-
pignon an protoplasme qui se colore forte-
ment par toules les maliéres colorantes, des
noy-aux au nombre de plusieurs par article, qui
ne se révelent distinctement que par les cou-
leurs hématoxyliques, et enfin des granules en
nombre considérable, qui se trouvent presque
toujours localisés dans les vacuoles et qui pos-
sedent une trés grande affinité pour les matieres
colorantes, avec lesquelles ils prennent en
général une couleur rouge.
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Etudions maintenant les détails de ces diffé- '
rentes parties,

Protoplasme. — l.e protoplasme, sur les
extrémités des filaments en voie de croissance,
apparait presque homogéne avee quelques
petites vacuoles. Cependant les diverses colo-
rations lui donnent un aspect légérement gra-
nuleux, mais ne laissent apercevoir aucune
structure déterminée.

Noyaux. — Les noyaux sont en nombre trés
variable dans les articles (PL. I, fig. de 1 a7,
et P1. IX, fig. de 1 & 5). Leur nombre dépend de
la longueur des articles, laquelle varie considé-
rablement. Cependant d’une maniére générale
ies articles sont tres allongés et contiennent un
grand nombre de noyaux. 'Ces noyaux sont

' disposés de coté et d’autre dans le plasme;
quelques-uns sont en contact direct avee les
vacuoles; d’autres'sont logés dans des I)Ell"'l.i(‘:'i
protoplasmiques trés éloignées des vacuoles.
Souvent ils sont assemblés par groupes, prove-
nant d’une série de divisions. On en trouve
Jusqu’a l'extrémité terminale de la cellule. Leur
diametre est variable suivant la dimension du
filament, mais ne différe jamais beaucoup
dans une méme cellule. 11 oscille ordinairement
entre 1'p et 2.5 &,
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Ces noyaux sont assez difficiles a différencier,
cependant I'hémalun est susceptible de donner
de tres belles préparations, mais ne les laisse
apercevoir qu’apres une décoloration trés lente
et souvent méme ne les montre que sous forme
de masse homogeéne. Il faut surtout avoir
recours a I’hématoxyline au fer pour pouvoir
étudier les détails de leur structure. I[ls sont
constitués d’un nucléohyaloplasme incolore,
entouré par ane membrane (rés nettement
colorée et d’une masse de forme arrondie ou
ellipsoidale fortement colorable. Cette masse
chromatique, tantot apparait au 'milieu du
nucléohyaloplasme, tantot est accolée sur-une
des parties de la membrane, mais on peut dire,
d’une manicre générale, qu’elle est périphé-
rique 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 trés pauvre, parait méme dispa-

raitre en presque totalité et I’on n’apercoit que

la membrane et le nucléohyaloplasme. Les
noyaux sont presque toujours sphériques,
cependant dans les filaments trés jeunes, ou ils
sont comprimés par un protoplasme trés €pais,
ils peuvent subir certaines déformations. Ils
s’allongent et prennent des formes un peu
irrégulieres (PL. I, fig. 7 et 14) qui tiennent &
une certaine plasticité de leur substance, mais
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non a des mouvements amiboides. Les noyaux
sont pourtant d’ordinaire beaucoup moins plas-
tiques que le protoplasme et lorsque ce dernier
se trouve réduit a Pétat d’'une mince couche
périphérique entourant la vacuole, il pent arri-
ver que les noyaux subissent la pression du
suc cellulaire sans étre aplatis et on trouve des
noyaux faisant saillie au dehors du protoplasme
et situés en partie dans la vacuole elle-méme.

Ces organes correspondent aux noyaux dé-
crits chez les moisissures par Strasburger,
Von Istwanfi, Dangeard, Léger, Guégen, ete.,
et leur nature nucléaire est incontestable. Ces
auteurs observent chez différentes moisissures
des noyaux formés d'un nucléole entouré d'un
nucléoplasme incolore et quelquefois limité
par une membrane, mais nous n’avons pas
encore vu de structure aussi nettement vxpl'i-
mée que celles dont nous donnons le dessin
d’apres nos 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. (Aspergillus
pariabilis, Strerig. malocystis nigra, Penicil-
lium glaucum, Botrytis cinerea, Trichoderma
piride).

Dangeard et la plupart des auteurs consi-
dérent la masse colorée du noyau comme un
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nucléole. Guégen, dans I'incertitude, la dési-
gne peut-étre plus correctement sous le nom
de chromoblaste que nous adopterons. Nous
ne croyons pas que cette masse chromatique
puisse étre assimilée & un véritable nucléole :
elle ne parait pas en avoir la fonction et comme
on ne distingue aucun autre élément dans le
nucléohyaloplasme, et que, d’autre part, c’est
cette masse chromatique qui joue le role le
plus important dans la division nucléaire ainsi
que nous allons le véir, il semble qu’on soit
obligé de reconnaitre qu’elle constitue la partie
fondamentale du noyau, dont la chromatine, au
lieu de former un réseau, serait accumulée en
un seul granule (1). Cette forme de noyau, qui
semble trés commune chez les Champignons
inférieurs et qu’on retrouve chez certains Pro-
tozoaires, correspondrait donc aux nucléoles-

(1) Cependant on trouve dams le mycélium des Ascomy-
cetes supérieurs et des Basidiomycétes des noyaux qui ont
une stucture absolument semblable et qui &u moment ot ils
ont subi la fusion qui précede la formation de I'asque ou de
la baside, acquierent une dimension beaucoup plus considé-
rable et laissent apercevoir dans le nucléohyaloplasme
quelques fines granulations chromatiques. On pourrait se
demander si dans ce mycélinm et chez notre champignon,
cette chromatine ne serait pas adhérente i la membrane qui
comme nous l'avons remarqué posséde une grande aflinité

pour les matiéres colorantes. D'autres cas analogues ont .

6té signalés récemment. Ces observations pourraient faire
attribuer au chromoblaste la signification d'un véritable
nucléole.

GUILLIERMOND.
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noyaux de Carnoy. On sait que U'existence de
ces nucléoles-noyaux a été fort contestée.
Guignard, il est vrai, considere le nueléole
commeun chromosome plus gros que lés autres
mais Zacharias a montré que ces deux élé-
ments étaient chimiquement différents et que
le nucléole ne conténait pas de nucléine. Cette
(uestion est donc trés contestable. Quoi qu’il en
soit, nous inclinerions a penser que 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. Cest peut-étre

Iinterprétation la plus vraisemblable.

Diyision du noyau. — La division du noyau
se manifeste par les stades suivants: on trouve
des figures ot le noyau s’est légeérement allongé
et est form¢é de deux chromoblastes ayant
quelquefois la forme de deux demi-disques se
regardant par leur face diamétrale et tres
rapprochés I'un de lautre (PL I, fig. 3, 8, 10,
14, 16, 26 et PL. IX, lig. 3, 4, 10). Dans d’autres
figures, le noyau est plus allongé et comprend
deux chromoblastes distinctement séparés par
un intervalle de nucléohyaloplasme. Enfin il
arrive que 'on distingue, dans certains stades
analogues, la formation d’une membrane sépa-

ratrice trés mince.: Dans beatucoup de cas, la
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membrane ne se distingue pas pendant ces
divisions, mais quelquefois clle se laisse aper-
cevoir d'une facon trés nette (P1, I, fig. 10) 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 ou le protoplasme par sa
densité et sa forte coloration masque souvent la
membrane des noyaux méme a I’état de repos.
Ces figures de division avaient été déja cons-
tatées, avec moins de netteté, par Guégen et
Dangeard, dans le P. glaucum, et par Bouin chez
différentes levures. Ces auteurs s’accordent a
considérer ces divisions comme des cas inter-
médiaires entre la mitose et amitose., comme
des stades d’anaphase d’une karyokinése dont
les chromosomes ne se distingueraient pas,
étant données leurs petites dimensions et dont
I'ensemble apparaitrait comme deux masses
disposées aux deux poles (1). Les figures de ces
auteurs peuvent laisser le doute, mais les notres
nous paraissent plus significatives et I'on voit
les deux masses tellement uniformes que nous
croyons pouvoir aflirmer leur homogénéité. 11

ne s’agirait done pas d’une karyokinese ; mais

(1) Ces figures de division pourraient en eflet étre rap-
prochées des divisions du micronueleus des infusoires obser-
vées par Balbiani, mais ici on ne distingue jamais les stria-
tions déerites par cet auteur.
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comme d’autre part un pareil mode ne peut
guére étre exactement assimilé a un phénomene
de fragmentation, qui donne lieu g__:‘t’-.|1(.~mlcment
a ‘des divisions tres irrégulitres et inégales,
nous croyons pouvoir le considérer comme un
as un peu particulier d’amitose qui serait
commun a la plupart des champignons infé-
ricurs et qui consisterait en une coupure de la
masse chromatique en deux portions égales
suivanl sa partie médiane. Un pareil mode de
division se rapprocherait donca certains ¢gards
de la mitose, mais serait beaucoup plus voisin

de 'amitose.

Formation et structure des conidies-lepures.
— Les conidies levures se forment surtout sur
les extrémités des filaments en voie de crois-
sance. Les noyaux s’y divisent abondamment
de maniére a fournir un noyau a chaque conidie.

Chacune de ces conidies apparait d’abord
sous forme d’un trés petit bourgeon qui se
développe peu a peu et dans lequel s’introduit
1’un des noyaux et une partie de la vacuole du
filament qui lui a donné naissance.

La conidie une fois séparée s’accroit, sa
vacuole primitive, trés petite a 'origine, aug-
mente de volume, puis soit qu’elle se divise,
soit qu’il se forme d’autres vacuoles, on distin-
gue bientot deux vacuoles ou deux groupes de
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racuoles qui se placent aux deux poéles de la -

cellule, la partie médiane étant occupée par un
protoplasme tres dense dans lequel est contenu
le noyaun (Pl. 1, fig. 13, 14, 15 et fig. de
17 a 26).

Cenoyau est done typiquement unique dans
chaque cellule; mais une fois détachées du
myecélium, les conidies ne tardent pas & donner
lieu a un actifbourgeonnement de formes levu-
res et leur noyau est sans cesse en voie de bipar-
tition. Cette division précede ordinairement
Papparition des jeunes bourgeons et I’on com-
prend que I'on puisse rencontrer fréqiiemment
plusieurs noyaux dans chaque cellule levure
(PL. I, fig. 15). Le noyau se divise de la méme
maniére que dans les filaments. La division
s’effectue ordinairement a I’endroit méme ou
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, K deux extrémités de la
cellule ou sur les parties latérales out se pro-
duisent les bourgeons. Nous n’avons observé
aucune relation entre la position du noyau et
le point de naissance des bourgeons, contraire-
ment a 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
vacuocles de chacune de ces formes levures se
réunissent ordinairement en une seule et le
noyau est rejeté sur 'un des cotés de la mem-
brane; puis commencent les phénoménes de
dégénérescence.

Dans les oidies, on remarque une ou plu-
sieurs vacuoles et plusieurs noyaux. Le nom-
bre de ces noyaux est variable (Pl. 1, fig. o,
g et 12). Ces oidies ont en somme une structure
identique & celle que nous décrivons chez
VOidium laclis.

Corpuscules métachromatiques. — Ce cham-
pignon poss¢de, comme nous 'avons dit, une
richesse exceptionnelle de granules réfringents
localisés le plus ordinairement dans les vacuo-
les. Nous les appellerons corpuscules métachro-
maltiques. L’origine de ces corpuscules parait
liée a celle des vacuoles, car dés la naissance
des vacuoles, on les voit déja apparaitre. Les
filaments jeunes paraissent & premiere vue étre
exempts de vacuoles; ce n’est que plus tard que
celles-ci se montrent définitivement. Cependant
si 'on examine avec attention un filament en
voie de croissance, on s’apercoit 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
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espaces clairs entourant les corpuscules méta-
chromatiques n’étaient autre chose que lori-
gine des vacuoles; plus tard ils s’accroissent,
se rejoignent etse fusionnent pour constituer
des vacuoles nettement caractérisées.

Cependant, en dehors des vacuoles, il peut
exister un certain nombre de ces granules dans
le protoplasme et il semblerait plutot que
tous ces granules aient une origine protoplas-
mique. I1s paraitraient se former dans les mailles
du protoplasme limitant les vacuoles pour
pénétrer dans ces vacuoles au fur et & 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 pré-
cisément dans ces endroits ainsi que sur tout
le pourtour de la vacuole, que se trouve loca-
lisé le plus grand nombre de granules.

Ces corpuscules métachromatiques sont tres
variables par leur forme et par leur dimen-
sion; les uns sont gros (environ 3, 5 » de
diamétre), ordinairement sphériques, quelque-
fois cependant & contour légérement lobé; les
autres, trés petits et plus ou moins anguleux,
sont réunis en masses conlfuses, ou présentent

par leur disposition un aspect plus ou moins

réticulé.
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Sil’on examine un filament jeune coloré par
I’hémalun, on est frappé de voir un protoplasme
coloré en bleu pale, contenant un assez grand
nombre de petites vacuoles, se succédant quel-
quefois a intervalles a peu prés réguliers (P1. X,
fig. 1 et 5); elles renferment ce contenu granu-
laire, dont les éléments offrent souvent 'aspect
d’'un fin réticulum’ et se” colorent si intensi-
vement, 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’élé-,

ments chromatiques. Mais une décoloration
prolongée ne laisse aucun doute surleur nature
extranucléaire, car elle fait apparaitre dans le
protoplasme les organes que nous avons
décrits, qui présentent tous les caracteres des
noyaux, et que tous les auteurs qui ont étudié
les champignons inférieurs considérent comme
tels. Au moment ou naissent les conidies, la
racuole du filament la plus voisine du jeune
bourgeon ¢’y introduit avec le protoplasme, en
s'allongeant, puis en se rétrécissant dans le col
qui sépare la nouvelle cellule du filament et se
divise en deux vacuoles, dont I'une reste dans
le filament et dont 'autre se trouve logée dans
la conidie (Pl. X, fig. 12). En méme temps les
deux vacuoles ont gardé chacune une portion
des granules contenus dans la vacuole primi-
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tive.* Les mémes phénomenes se produisent
dans le bourgeonnement des conidies levures
et toujours la vacuole mere se divise en méme
temps que le noyau et laisse une part de’son
contenu aux deux. vacuoles filles. Ces divisions
de vacuoles, qui paraissent étre suivies d’un
partage de leur contenu, augmentent encore
leur analogie avec des noyaux. Souvent aussi
on trouve dans certains filaments un grand
nombre de petites vacuoles ¢ontenant un seul
corpuscule métachromatique, et présentant
tout a fait 'aspect du noyau, ce qui complique
beaucoup I’étude histologique de ces champi-
gnons et peut donner lieu a de graves erreurs.

Ces corpuscules sont, comme on ’'a vu, de
taille trés variable, mais les plus gros d’entre
eux sont le plus souvent entourés d’un trés
grand nombre de petits ; souvent méme ceux-ci
s‘accolent intimement aux gros et masquent
leur contour de telle sorte que ces derniers

paraissent s’alimenter des petits et que les gros

granules semblent étre le résultat de leur

fusion (PL. X, fig. 17).

Dans les filaments plus agés, le protoplasme
n’est constitué que d’une mince zone périphé-
rique entourant une ou plusieurs énormes
vacuoles et ces vacuoles sont remplies d’une
trés grande quantité de granules qui alors
deviennent tous sp'hériques et prennent des
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dimensions considérables pouvant atteindre
jusqu’a 5 u (PL. X, fig. 14, 15 et 16).

Les colorations de ces granules soit a ’héma-
lun, ‘soit au bleu de méthyléne, soit méme dans
certains cas a I’hématoxyline 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 pile.
Quelquefois cette paroi est entr’ouverte a I'un
de ses poles et offre 'aspect d’un croissant.

Ces corpuscules métachromatiques possedent
une consistance solide; si on les éerase a I'aide
d’une pression exercée sur la lamelle qui recou-
vre la préparation, ils ne se déforment géné-
alement pas, mais se brisent.

Au moment de la dégénérescence, le proto-
plasn'lc se transforme peu a peu en p(‘l.ilt_'s gout-
telettes d’huile, les sacuoles disparaissent et
les globules d’hmile se fusionnent et consti-
tuent de grosses masses formdées de la juxtapo-
sition 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 cepen-
dant encore quelques-uns dans le liquide cellu-
laire (PL. I, fig. 27, 28, 29 ‘et 30).

Nous avons provoqué ces phénomeénes de
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dégénérescence en placant un myecélium jeune
et prospere dans de Peau 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 cor-
puscules métachromatiques avaient diminué de
nombre et de taille, cependant il en subsistait
une petite quantité dans la plupart des fila-
ments ; dans quelques-uns ils avaient complé-
tement disparu.

Beaucoup d’auteurs ont confondu ces cor-
puscules avec les globules d’huile, mais ils
ne montrent aucun des caractéres michrochi-
miques des corps gras.

I[ls ne se dissolvent ni par I’éther ni par le
chloroforme ; I'acide osmique ne les brunit pas.

Les globules d’huile provenant de la dégéné-
rescence protoplasmique se colorent au con-
traire en brun foncé par acide osmique et se
dissolvent par I’éther 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 (1). Une coloration a

I’hémalun suivie d’un traitement par Pacide

(1) Matruchot a obseryé au contraire chez les Mortierellées
des globules d’huile provenant de la dégénérescence proto-
plasmique, qui fixaient certaines matiéres colorantes pro-
duites par des bactéries chromogenes,
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osmique permet de trés bien différencier les
globules d’huile, qui brunissent sous l'action
de I'acide osmique, des corpuscules métachro-
matiques colorés en rouge par I'hémalun.

Par leur aspect souvent réticulé dans I'inté-
rieur des vacuoles, par leur affinité, pour les
colorants du noyau, par les caractéres qu’ils
manifestent vis-a-vis des mélanges de fuchsine
et de vert de méthyle et & bien d’autres égards,
ces corpuscules paraissent correspondreauxgra-
nules nucléaires de Wager et nos observations
ultérieures nous confirmeront dans cette idée.

Ces caracteres les mettent en effet en parenté
avecla chromatine,comme Wager et Eisenschitz
Iont pensé pour les levures. Cette hypothése
pourrait se soutenir chez les levures comme
nous le verrons et dans les conidies levures de
notre champignon : dans ces derni¢res en effet,
les deux vacuoles polaires chargées de petits
granules fortement colorables pourraient étre
considérées comme des noyaux; le véritable
noyau se¢ colore d'une maniére beaucoup moins
vive; trés souvent il est voisin ou en contact
direct de I'une de ces vacuoles, étant donnée
I’étroitesse de la cellule, et comme il laisse difli-
cilement apercevoirsa structure, il pourrait étre
assimilé & un nucléole. Mais lorsqu’on ¢tudie
les filaments mycéliens, que I'on y voit, dans
les grosses vacuoles, ces corpuscules prendre
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des tailles considérables, allant jusqu’a plus de
5, et occuper, avee la vacuole, la presque
totalité de la cellule, cette interprétation n’est
plus admissible. I’autre part, les noyaux du
mycélium, de taille supérieure, oflrent sune
structure différenciée et sont tres distinectement
séparés des vacuoles, surtout dans les filaments
jeunes. Cependant il parait exister une relation
entre les noyaux et les corpuscules métachro-
matiques et 'on voit souvent certains de ces
corpuscules se grouper au voisinage du noyau
et Pentourer, mais ce rapport entre ces deux
corps trés distincts doit étre attribué a une
autre cause, ainsi que nous le montrerons dans
la suite.

Enfin, ces corpuscules ne poss¢dent aucune
des réactions michrochimiques de la nucléine.
Les dissolvants de la nucléine indiqués par
Zacharias les laissent intacts, ils résistent aux
solutions de potasse caustique a 10 p. 100, aux
solutions concentrées de carbonate de soude,
aux solutions d’acide chlorhydrique a quatre
parties d’acide pour trois d’eau aprés vingt-
quatre heures de traitement, mais ils perdent
la propriété de se colorer et ne la recouvrent
souvent'meéme pas aprés un lavage prolongé.
Cela nous permettra de comprendre dans la
suite comment chez des organismes plus petits
queleslevures, ol ces corpuscules s’apercoivent
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plus difficilement & I'état frais, ils peuvent
paraitre solubles dans ces diverses substances.

Leur résistance vis-a-vis des dissolvants de
la nucléine, de méme que le caractere treés
spécial de leur coloration qui est un des plus
beaux exemples de métachromasie et dont nous
é¢tudierons plus tard la signification, nous les
ont fait assimiler a des corps qu’on trouve chez
beaucoup de bactéries. Babes, qui les a étudiés
un des premiers, leur donne le nom de corpus-
cules métachromatiques, hésitant a leur donner
la signification de véritables noyaux. Ernst leur
attribuant un role considérable dans la forma-
tion des spores les désigne sous le nom. de
grains sporogenes. Enfin Biitschli 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 désigna- :
tions de corpuscules métachromatiques et de
grains rouges sont corréctes, mais nous avons
adopté la premiere en raison de sa priorité. Ces
corpuscules ont fait l'objet d’innombrables
controverses qui sont loin d’étre résolues et
que nous essayerons d’éclaircir au cours de
notre étude.

Ces corps ont le caractére essentiel de se
colorer toujours en rouge avec presque toutes
les matieéres colorantes et de fixer le bleu de

= méthylene a I’état yvivant. Nous examinerons
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dans un chapitre spécial ¢e que ’on doit penser
de leur nature et nous renvoyons a cet endroit
la discussion des nombreux travaux auxquels
ils ont donné lieu. Certains observateurs les
avaient déja signalés chez quelques champi-
gnons, mals aucune observation précise n’a
été faite jusqu’ici sur la présence et le role de
ces corps chez les champignons : c¢’est cepen-
dant la bien plus que chez les bactéries qu’on
aurait pu obtenir les résultats les plus précis,
étant donnée la grosseur relative qu’ils y attei-
gnent.

Cependant, Maire les a décrits chez I’ Ustilago
maydis; il les sépare nettement des globules
d’huile et les différencie des noyaux. Il les con-
sidéere comme des corps extravacuolaires et
entourés d’une zone hyaloplasmique ; ce serait
pour cet observateur des produits de rebut.

Le role parait difficile a trancher. On ne peut
guere admettre cette derniére opinion, puis-
qu’ils sont liés au maximum de vitalité du
champignon et qu’ils sont d’autant plus nom-
breux 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 a penser que
ce sont des produits de réserve.
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Résumé. — 11 existe done chez .ce cham-
pignon un protoplasme qui, d’abord dense et '

homogéne, se ereuse peu a peu de vacuoles qui,
par leur fusion, finissent par occuper la majeure
partie des articles.

Ces vacuoles renferment une quantité con-
sidérable de globules réfringents, ordinaire-
ment animés de mouvements browniens, qui
pénétrent avece elles dans les jeunes bourgeons
et sont en rapport avec le maximum de vitalité
du champignon. Ces corps, qui jusqu’alors
n’avaient pas attiré Pattention des mycologues,
possedent une forte électivité pour les matiéres
colorantes avec lesquelles ils prennent souvent
une teinte rouge ; nous les avons assimilés aux
grains de chromatine de Wager, mais contrai-
rement a l'opinion de eet auteur, ils n’ont aucun
aractére nuecléaire et doivent étre identifiés
aux corpuscules métachromatiques de Babés
(grains rouges de Biitschli).

A la fin du développement apparaissent des
phénomenes de dégénérescence du protoplasme,
qui se transforme en globules d’huile que 'on
ne doit pas confondre avecles corpuscules méta-
chromatiques.

On remarque en outre des nojyaux trées nette-
ment définis, d’une structure trés simple. Ces
noyaux se divisent par un procédé qui parait

étre voisin de U'amitose.

SCD Lyon 1




R PSR a——

— (O, —=

Dans les formes levures, on observe deux
vacuoles polaires chargées de corpuscules
métachromatiques et un seul noyau situé au
centre de la cellule. Cette structure des formes
levares de Dematium, qui n’avait pas été
étudiée jusqu’alors, est absolument conforme
a celle que nous constaterons chez les levures.

II. — Omium rAcTIS (FresenIUs)
Caractéres morphologiques. — L’0. lactis -

connu depuis longtemps a d’abord été consis
déré comme trés polymorphe. Un grand
nombre de recherches furent faites dans ce sens
(Cienkowski, Billroth, Haberlandt, Brefeld) ; le
premier de ces observateurs rattache 1’0, lactis
au Chalara mycoderma et peut-étre aussi au
S. mycoderma vini.

Billroth prétend que les conidies sont
capables de développer une forme semblable
aux Saccharomyces; Haberlandt croit découvrir
dans cette espece la formation de sporanges.

Brefeld considere 1'0. lactis comme une
forme isolée appartenant aux organismes infé-
rieurs et peut-étre une de celles dont on sup-
pose que les formes supérieures se sont déve-
loppées.

GUILLIERMOND,
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Hansen reprit I’étude de cette moisissure et
démontra son indépendance du Chalara myco-
derma et du S. mycoderma. Enfin il ne put
jamais obtenir les sporanges décrits par
Haberlandt.
Nous L'avons trouvée sur des fromages de
' Neuchatel, que nous avions laissés fermenter
pendant quelques jours sous cloche et ou elle
formait un léger duvet blanchatre recouvrant
entierement le substratum, et nous l'avons
étudidée dans un travail antérieur.

Cette moisissure présente les caracteres Sui-
vants : le thalle est cloisonné; les cloisons sont
réparties d’une mani¢re irréguliere;  leur
nombre diminue a mesure que l'on se rap-
proche des extrémités. Chaque filament fournit
un certain nombre de branches latérales, cha-
cune d’elles naissant immédiatement au-dessous
d’une cloison; elles ne'se développent générale-
ment que sur un seul coté.

Les spores ne naissent que lorsque 'acerois-
sement est terminé. A ce moment les extrémités
des filaments se cloisonnent abondamment et
chacun des articles nouvellement formés se
détache pour donner une spore. Enfin, ¢es
spores ne se produisent pas seulement aux
extrémités, mais on en voit en méme temps se
former un grand nombre au milien méme des

filaments par le meéme procédé, par simple
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dissociation des articles : les cloisons se rap-
prochent a différents endroits d’un filament,
pour fournir autant de spores qui se détachent
a mesure. Le mycelium se divise ; et dans les

~

cultures agées, on' ne distingue plus que des

débris épars du mycélium entremélés 4 un

nombre considérable de spores. En somme,

chacune de ces spores doit étre considérée

comme résultant d’une simple [ragmentation

du mycélium. Il n’y a pas a proprement parler .
de véritable fructification.

P P A e

[l arrive le plus souvent que les spores ainsi
formées continuent i se développer dans le
milieu ou elles sont nées. Elles s’allongent dans
un sens quelconque, se cloisonnent et se frag-
mentent de nouveau, a la facon des Schizosac-
charomyces; cependant il existe aussi des
8 formes tres irrégulieres, arrondies, qui pa-
raissent étre dues & un mode intermédiaire .
entre le bourgeonnement et la segmentation. :
On comprend donc que ces spores soient de
taille essentiellement variable. Leur dimension
oscille entre 15 X 7 et 31 X 7 4. Leur forme est
également peu constante. Le plus souvent elles
sont rectangulaires, c¢’est du moins la forme
typique, mais d’autres peuvent étre ovales,
cubiques et méme splériques.

Les spores germent d’ordinaire en produisant
un tube germinatif généralement placé a I'une
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de leurs extrémités et.dirigé perpendiculaire-
ment ou obliquement par rapport a leur axe,
donnant des figures qui rappellent la forme
d’un marteau.

Dans les milieux trés favorables a sa nutri-
tion, 1’0. lactis donne lieu a des formes allon-
gées, avec mycélium touffu tres ramifié et fruc-
tification tardive. Au contraire dans les milieux
défaverables, 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 nou-
vellement formées peuvent a leur tour se multi-
plier par allongement dans différents sens et
formation de cloisons médianes, produisant
ainsi une série de formes levures morphologi-
quement trés voisines du Sch. pombe et que
nous proposons de désigner sous le nom de
formes Schizosaccharomyces.

Protoplasme. — Dans les cultures sur
tranches de carotte, le protoplasme est d’abord
trés dense et homogeéne ; il est creusé de tres
petites vacuoles contenant quelques corpuscules
métachromatiques. Ces racuoles se multiplient,
augmentent de volume, et le protoplasme tout
entier se trouve rempli d’un trés gmu.d nombre
de vacuolestrés rapprochées les unes des autres
qui lui donnent un aspect alvéolaire. Aufur eta
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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 a une mince couche pariétale ;
plus tard il présente des phénoménes de dégé-
nérescence et se transforme en globules d’huile.

Les corpuscules métachromatiques sont tou-
jours en petites quantités dans 1’0. lactis, et
n’atteignent jamais de grandes dimensions
(PL. II, fig. 8 et 10).

En revanche le glycogéne existe en trés
grande abondance dans ce champignon. Il
apparait ordinairement sous forme de petits
granules trés nombreux, quimaissent dans le
protoplasme tout prés des vacuoles; quelque-
fois il imprégne tout le protoplasme. Lorsque
les vacuoles se sont fusionnées, il pénétre dans
leur intérieur et les remplit. Le traitement
par l'iodo-iodure de Gram donne alors aux
racuoles une teinte d’un brun acajou. Souvent
une partie de ce glycogéne parait rester inso-
luble et 'on remarque fréquemment, dans des
vacuoles pas du tout ou trés faiblement colorées
en brun acajou, des globules de forme variable,
quelquefois trés gros, qui montrent au con-
traire d’'une maniere trés nette la réaction du
glycogéne. En examinant le champignon a

I’état frais, on apercoit fréquemment dans les
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vacuoles des globules qui se distinguent tres 1
difficilement et qui présentent un peu l'aspect '
des globules d’huile, mais s’en différencient
facilement par leur trés faible réfrigence. Si 'on
place un moreeau de myeélinm dans une goutte |
d’eau et sous une lamelle et qu’on observe au ‘
microscope en introduisant graduellement sur
le bord de la préparation, a ’aide d’une pipette,
quelques gouttes d'une solution trés diluée
d’iodo-iodure de potassium, on voit ces glo-
bules donner progressivement la réaction du
glycogeéne. Ce glycogeéne semble persister pen-
dant tres longtemps dans les vacuoles, et ne ~
disparait que partiellement dans les vieilles
cellules.

Dans les milieux liquides, tels que le liquide
Raulin, ou l'on remarque un développement
teés semblable, le glycogeéne est au contraire
en trés petite quantité dans les vacuoles el
parait disparaitre trés rapidement au moment
de la pleine multiplication du champignon.

Dans les milieux peu nutritifs, on observe
des phénomenes de dégénérescence trés pré-
coces. Les filaments se vident et la plus grande
partiec du protoplasme se transforme en glo-
bules d’huile. Dans certains endroits ou le
protoplasme était le plus abondant, la multipli-
sation  peut encore se. continuer pendant
quelque temps; on voit se rassembler quelques
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corspuscules métachromatiques et une petite

| quantité de glycogeéne, 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 (ue les spores formées dans
1 ces conditions renferment une forte proportion

de résidus de la dégénérescence protoplas-

i mique. Aussi peut-on se demander si ces
) globules d’huile, qui chez le "D. species sont
| inconstestablement des produits de dégénéres-

cence, ne représenteraient pas chez I’0. lactis
des matiéres de réserve. Remarquons cependant
qu’ils apparaissent d’autant plus vite que le
milieu ou se trouve le champignon est plus
impropre a l’alimentation ; d’autre part, au

. moment de la germination, ils paraissent
. subsister, et restent localisés dans la spore sans

étre assimilés; aussi y a-t-il peut-étre plus de
aisons 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 '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 trans-
formé pour une large part en huile, il en reste
cependant une partie active.
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Noyaux. — Les noyaux sont constitués d’un
chromoblaste entouré d’une aréole claire, dont
il est souvent difficile d’apercevoirla membrane
limitante. Cependant dans les filaments un peu
dgés.ou le protoplasme est moins abondant et
laisse plus facilement distinguer les noyaux, ils
ressortent trés nettement avee leur membrane
et montrent alors une structure analogue
celle des noyaux du D. species (P1. XI, fig. de
1a7,fig.getde 11 a 1g). Leur diamétre atteint
environ I .

Le nombre des noyaux est trés variable;
chaque article en contient de treize a vingt,
mais ils peuvent étre beaucoup plus nombreux
surtout aux extrémités des filaments ou ils attei-
gnent facilement le chiffre de trente ou quarante.

La division des noyaux s’observe surtout
aux extrémités des filaments, c’est-a-dire dans
la région d’accroissement, tandis qu’il est rare
de la rencontrer dans les autres parties du
mycélium. Sur les filaments en voie de crois-
sance, les noyaux restent toujours localisés un
peu au-dessous de la région terminale qui con-
tient un protoplasme trés épais retenant forte-
ment les matiéres colorantes. Les noyaux s’y
divisent activement et s’avancent 4 I'extrémité
des filaments au fur et & mesure que celle-ci
s’accroit, restant toujours ainsi dans la région

subterminale.
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Le méme phénoméne se produit ponr la for-

mation des bourgeons latéraux. On voit d’abord

. apparaitre un petit prolongement rempli de

protoplasme a la base duquel les noyaux se

§ divisent pour ne s’y introduire que lorsqu’ils
auront atteint une certaine longueur.

La division s’effectue par un processus ana-
Togue a celui que nous avons étudié chez le
D. species. Elle se manifeste par les phases
suivantes : a certains endroits on remarque le J
noyau constitué de deux masses accolées I'une
a 'autre et réunies dans une méme aréole; dans
d’autres figures, il apparait comme formé de
deux parties distinctement séparées, mais tou-
jours enveloppées par une méme aréole. Enfin,
on observe fréquemment des noyaux disposés
par paires et trés rapprochés 'un de P'autre,
provenant sans doute d’une bipartition récente,

Les spores contiennent de un a trois noyaux,
le nombre le plus fréquent est de quatre ou cingq.

Les spores naissent simplement par un cloi-
sonnement abondant sans que le noyau paraisse
jouer un role important dans leur formation.
On le voit ordinairement se diviser dans la
région terminale avant la formation des spores,
puis les cloisons se forment et les spores peuvent
se détacher du mycélium ou bien elles four-
nissent chacune une ou plusieurs cloisons néu-
velles et dans ce cas les noyaux peuvent

SCD Lyon 1



-
=

continuer leur division dans l'intérieur méme
dé la spore de facon & maintenir leur nombre a
peu preés égal dans les spores filles (P1. 1II, -
fig. 13). |
Les spores appartiennent done i cette caté- |
gorie que Dangeard désigne sous le nom |
d’oidies et qui se caractérisent par leur mode de |
formation qui se produit simplement par ure
fragmentation du mycélium et par leur struc-
' ture toujours plurinucléée (Pl. II, fig. 9, 11,
12 et 14).
C’est également par un procédé analogue que
les spores se développent soit pour former
des oidies secondaires ( formes Schizosaccharo-
my-ces), soit pour germer définitivement en
produisant un tube germinatif: les oidies con-
tiennent un nombre variable de noyaux : un
,moment avant de se cloisonner, quelques-uns
de ces noyaux commencent a se diviser, puis
on voit se former une membrane qui sépare la
cellule en deux cellules filles (P1. 11, fig. 15, 16,
17, 18, 19).

Résumé. — Ainsi, on observe chez ce cham-
pignon une structure trés voisine de celle du
précédent. 1.’0. lactis ne se distingue guére
du D. species que par le peu de corpuscules
métachromatiques renfermés dans ses vacuoles.

Par contre, le glycogéne, exceptionnel chez
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le D). species, est ici trés abondant. I1 nait
d’abord sous forme de granules tres pres
des vacuoles et se déverse ensuite dans ces
vacuoles.

Dans les formes levures qui morphologique-
ment sont trés voisines du Sch. pombe, il existe
une structure plurinucléée qui les distingue
histologiquement des cellules du Sch. pombe
qui, comme nous le verrons, ne contiennent
qu'un seul noyau ().

(1) M. Duclaux considére I'O. lactis comme {rés ressem-
blant au Sch. pombe et comme par exemple étant a Seh.
pombe ce que le mycoderme du vin est a la levure de biére
(Traité de microbiologie, t. 111, p. 639). En réalité, il n’existe
entre 0. lactis et le Sch. pombe quune ressemblance

superficielle.
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CHAPITRE III

Saccharomyces cerevisiee 1 (Hansen)

I. — CARACTERES GENERAUX
Cette levure de fermentation haute a été
isolée par Hansen dans les brasseries d’Kdim-
bourg. C’est une levure a cellules grosses,
rondes ou ovales, trés rarement allongées. Les |
cellules donnent 1 a 4 spores dont le diamétre
varie de 3,5 a g . Les voiles de ce Saccharo-
myces poss¢dent des cellules peu allongées,
parfois en forme de boudins.

Aspect a létat frais. — A D'état frais, le

S. cereyisice offre, au commencement de son
développement, un protoplasme trés dense et
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homogene, dans lequel on aper¢oit un certain
nombre de petites vacuoles contenant une
quantité variable de granules réfringents et
animés de mouvements browniens, analogues
A ceux que nous avons remarqués dans le
D. species. A coté de ces vacuoles, on distingue
quelquefois une petite masse plus ou moins
hyaline, limitée par une membrane épaisse et
légerement réfringente, qui représente le

noyau.

Action des matiéres colorantes. — En colo-
-ant les cellules par 1'iodo-iodure de Gram, on
remarque un protoplasme coloré en jaune avec
parfois quelques taches de glycogéne qui
prennent une teinte brun acajou. Les granules
se teignent en jaune pile et le noyau présente
un aspect brillant.

Le bleu de méthyléne colore les granules soit
en bleu intense, soit en violet, ou méme en
rouge et le protoplasme en bleu pale, ordi
nairement sans laisser distinguer le noyau
(Pl. X, fig. de 31 a 49).

La safranine donne aunoyau une coloration
rouge, et teint le protoplasme en rose pale; les
granules se différencient en rouge foncé.

Le vert de méthyle colore le protoplasme
en vert pale et le noyau en vert un peu plus
foncé ; les granules apparaissent avec une
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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 pile 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 en .vert ou bleu intense, comme les
grains de chromatine de Wager.

Avee I’hémalun, on obtient une coloration
bleu pale du protoplasme, le noyau se dessine
en blen un peu plus foncé que le protoplasme
et les granules se distinguent dans les vacuoles
par jleur couleur rouge sombre (Pl. X, fig. de
I a 3o0).

L’hématoxyline au fer donne de trés belles
colorations du noyau ; le protoplasme se déco-
lore complétement par ’alun de fer, ainsi que les
granules. Accidentellement les granules restent
colorés et le noyau ne se dillérencie pas ou
peu.

L’action de ces différents colorants nous
montre done chez le S. cerevisice une structure
tres semblable a celle que nous avons décrite
chez les deux moisissures que nous venons
d’étudier et 'on distingue ici encore un noyai,
qui se colore en bleu mat par ’'hémalun et une
ou plusicurs vacuoles renfermant des corpus-
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cules métachromatiques, lesquels se comportent
comme les grains de chromatine de Wager avec
lesquels on doit les identifier, mais qui sont
indépendants du noyau.

[I. — DEVELOPPEMENT VEGETATIF

Etudions de plus pres la structure de cette
levure en suivant son développement dans le
liquide de Mayer.

IH:JIH.'T DE LA FERMENTATION

a) Protoplasme.

Dans les premiéres heures
de la fermentation, le protoplasme se colore a
peu pres uniformément avec les matieres colo-
rantes il est plus ou moins homogéne ; il pré-
sente cependant un aspect légérement granu-
leux, mais sahs aucune structure appréciable.
On apercoit a Pintérieur de la cellule une ou
plusieurs tres petites vacuoles contenant quel-
ques corpuscules métachromatiques. Ces cor-
puscules, d’abord en trés petite quantité, aug-
mentent au furet Amesure que le développement
s’effectue.

b) Noy-aa. — Le noyau se trouve ordinaire-
mentau milieu de la cellule et contre la vacuole ;
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tres souvent, lorsqu’il existe plusieurs vacuoles,
il est entouré par un cercle de petites vacuoles
et parait constituer avec elles un seul organe.
[1 peut arriver cependant qu’il soit dis-
tinctement séparé de la vacuole. Ce noyau
se dilférencie par I'hémalun ou par I'héma-
toxyline de Boechmer qui lui donnent une
coloration d’un bleu mat, légérement plus
sombre que le protoplasme. Suivant le degré
de décoloration, il apparait comme une masse
sphérique et uniformément colorée, ou comme
un organe vésiculeux, limité par une ‘mem-
brane et laissant apercevoir dans son intérieur
un ou plusieurs granules. A ce stadé, il est
ordinairement visible méme a 1’état frais, et
avec toutes les matieres colorantes. L’iodo-
iodure de potassium, 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 structure. Mais les meil-
leurs résultats sont obtenus par I'hématoxy-
line au fer. Le noyau se montre sous forme
d'un corps sphérique assez gros, atteignant sou-
vent un diameétre de 1, 7 & 2 g, constitué d’'un
nucléohyaloplasme incolore entouré d'une mem-
brane fortement colorée (Pl. 11, lig. de 20a 4o
et PL. 111, fig. de 1 a4 15). Dans les cas les plus
favorables, on distingue dans ce nucléohyalo-
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plasme un certain nombre d’éléments chroma-
tiques disposés d’une facon trés variable, soit
accolés a la membrane, soit sous forme de‘deux
ou trois grosses masses, soit enfin sous l'aspect
de petits lilets, quelquefois disposés en rayons
autour du centre du noyau. On remarque tros
souvent un granule un peu plus gros que les
autres, généralement placé contre la membrane,
quelquefois au centre dunoyau et qui semble
représenter un nucléole. Dans quelques cas,
le noyau trés pauvre en chromatine ne laisse
apercevoir que ce nucléole (Pl 11, fig. 34 et
PL. 111, fig. 13) ; parfois méme on ne distingue
que la membrane qui seule fixe la couleur.
Ce noyau ressemble beaucoup par sa forme
et sa dimension aux noyaux (ue nous avons
observés chez le D. species, mais la chro-
matine au lieu d’étre réunie en un unique
chromoblaste se trouve disséminée dans le
nucléoplasme. Il n’y a done aucun doute sur
Pexistence du noyau et 'on peut considérer le
noyau du S. cerepisice comme un noyau typique
se rapprochant de celui qu’on observe chez les
Ascomycetes supérieurs et chez les Basido-
mycetes.

MILIEU ET FIN DE LA FERMENTATION
a) Corpuscules mélachromatiques. — Peu i
peu, les vacuoles augmentent de nombre et de

GUILLIERMOND, 6
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dimension, en méme temps que les corpus-
cules métachromatiques deviennent plus abon-
dants'et grossissent, prenant la forme de sphé-
rules, laissant apercevoir une paroi fortement
colorée et un centre plus pale. Quelquefois,
la cellule tout entiére se trouve remplie de
vacuoles, séparées par des mailles trés fines
de protoplasme et cette disposition rappelle les
structures alyéolaires décrites par Biitschli thez
les bactéries (PL. X, fig. 36 et 37). Le noyau se
trouve alors comprimé et masqué par les
vacuoles et il est plus dillicile a 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 parleurs groupements
Iaspect d'un fin réticulum.

Lorsqu’il n’existe qu'une seule ou deux ou
trois petites vacuoles situées au voisindge 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 consti-
tuent le réseau de chromatine de ce noyau:
cette erreur est d’autant plus facile & commettre
que le noyau se différencie difficilement et se
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colore d’'une maniére beaucoup plus pale que
des corpuscules métachromatiques (Pl. X,
lig. 9, 11,8, 18, 19, 21, 22). Aussi s explique-t-on
aisément les interprétations de certains auteurs
(Eisenschitz, 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 a 'intérieur de la vacuole. 11
arrive aussi que le noyau se trouve au-dessus
de la vacuole par rapport a I'objectif et paraisse
logé dans Iintérieur de la vacuole (P1. 111, fig. 7
et le Pl. X, fig. 20).

Au cours du développement le noyau s’en-
toure tres souvent d’une certaine quantité de
corpuscules métachromatiques qui le. relient a
la vacuole (PL. X, fig. 17, 23, 24, 25). Ils sont
souvent en assez g['illl(l IlOlll])l’L‘: ]_)Ull[' I]Iil‘.ﬁ'(lll{fl'
le noyau, qui alors se différencie trés diffici-
lement et certains colorants tels que I’héma-
toxyline de Heidenhain le représentent avec
une forme irréguliére, étoilée et trés ressems-
blante a certaines figures de Bouin. Au con-
traire I’hémalun, lorsque la décoloration a été
soigneusement flaite, permet de distinguer le
noyau, qui se colore en bleu, des granules qui
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le recouvrent et qui prennent une teinte rouge
sombre. Cette disposition a été mal interprétée
par Mceller, qui considére le noyau des levures
comme capable de se déformer et susceptible
de mouvements amiboides et par Bouin qul
estime qu'au moment de la fermentation, le
noyau prend une forme irréguliere et qu'une
partie de la chromatine peut se disséminer
a lintéricur du protoplasme alin d’augmenter
la surface de contact entre le protoplasme et
le noyau.

Au contraire Wager a différencié ces deux

' ¢léments et comme nous considere les granules
qui entourent son nucléole, qui pour lui sont
distinets de ceux que contiennent les vacuoles,
comme des produits de réserve utilisés peut-
atre a la nutrition du nucléole.

Pour Wager, il existerait done deux caté-
gories de granules, les uns seraient localisés
dans les vacuoles et seraient de nature chroma-

. tique, constituant le noyau avee 'organe que
nous avons considéré comme 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. Il 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
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gouttelettes d’huile, les autres seraient des
grains de protéine.

Les colorations dont se servait Wager,
comme nous 'avons déja indiqué, ne donnaient
pas a ces corps leur couleur rouge spécifique et
n’étaient pas suflisantes pour identifier ces deux
qualités de granules. Au contraire les colora-
tions a I’hémalun indiquent manifestement
qu’ils sont de méme nature et on en atteint
la conviction lorsqu’on emploie le bleu de
méthyléne avee lequel la métachromasie de
ces granules est un fait exceptionnel.

b) G{y-cogéne. — Environ vingt-quatre heures
apres le début de la fermentation, le glycogene,
qui jusque-la était resté localisé en petite
quantité dans le protoplasme, devient trés
abondant et on voit se former dans la cellule
un certain nombre de petites vacuoles, ou il
vient se déverser. Ces vacuoles ne tardent pas
a se fusionner en une unique vacuole, qui prend
alors des dimensions considérables, occupant
presque toute la cellule, qui se transforme
bientot en une véritable glande a glycogéne
(Pl. X, fig. de 28 & 30 et de 38 & 44). La vacuole
ou les vacuoles primitives, qui contenaient les
corpuscules métachromatiques, se contractent
et finissent peu a peu par disparaitre compléte-

ment, et le noyau et les corpuscules métachro-
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matiques, qui étaient renfermés dans ces
vacuoles, se trouvent refoulés sur 'un des cotés
de la cellule. C’est ce que Wager remarque
en distingnant deux sortes de vacuoles, les
unes’' qu’il désigne sous le nom de v¢acuoles
nucléaires (vacuoles a corpuscules métachro-
matiques) et les autres qu’il appelle, par oppo-
sition, gacuoles glycogéniques. 11 existe done
une spécialisation dans les substances con-
tenues dans 'intérieur des vacuoles, que nous
retrouverons chez la plupart des levures. Le
glycogéne ne pénétrant pas ou trés peu dans
les vacuoles & corpuscules métachromatiques,
cette structure est tres délicate a observer; il
faut pour s’en rendre compte employer des
solutions de Gram treés diluées, qui colorent
faiblement le glycogéne et permettent de voir
le contour des vacuoles.

Une méthode indiquée par Wager et consis-
tant a colorer les cellules par le vert de méthyle
et a les traiter ensuite par l'iodo-iodure de
Gram donne de tres intéressantes prépara-
tions, qui malheureusement ne se conservent
que quelques instants, dans lesquelles le pro-
toplasme se trouve coloré en vert jaunatre,
les granules en brun intense, et les vacuoles
glycogéniques en brun acajou.

Les vacuoles remplies de glycogeéne prennent

vis-a-vis des matiéres colorantes un caracteére
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différent de celui que possédent les vacuoles a
corpuscules métachromatiques. Tandis que les
- vacuoles a corpuscules métachromatiques se
détachent incolores comme des taches trés .
) claires, possédant un certain relief, les vacuoles
g olycogéniques se distinguent avec moins de
netteté du protoplasme et certaines matieres
colorantes, telles que le violet de gentiane,
le vert de méthyle, le bleu de méthyléne,
I’hémalun, ’hématoxyline de Heidenhain, leur
donnent une teinte diffuse. De plus ces matiéres

colorantes laissent souvent remarquer a 'inté-

— Wi i'- il

rieur de ces vacuoles de petits granules légere-
ment colorés, dont nous ignorons la nature;
peut-étre pourraient-il représenter des éléments

non dissous du glycogéne. On n’a cependant

et i

jamais remarqué jusqu’alors que le glycogéne .
soit capable de fixer les colorants (P1. ITI, fig.

—_—

de 16 & 20 et P1. X, fig. 45 et 46). Les caractéres

de ces vacuoles glycogéniques se laissent méme
apercevoir a 1’état frais ol elles présentent un

L] aspect un peu réfringent et tres différent des

vacuoles & corpuscules métachromatiques.

A ce stade le noyau se distingue encore facile- .
ment, mais il montre une tendance a 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
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rechercher les modifications produites dans la
cellule a la fin de la fermentation.

Cette structure se conserve pendant toute la
période active de la fermentation ; mais dés que
les phénoménes commencent a se ralentir, le
glycogéne disparait graduellement et la vacuole
qui le contenait diminue peu & peu, tandis que
le protoplasme qui occupait la partie périphé-
rique de la cellule se gonfle progressivement.
Une ou plusieurs nouvelles vacuoles se refor-
ment dans le protoplasme et les corpuscules
métachromatiques s’y localisent. Petit & petit la
racnole glycogénique, pressée par cette aug-
mentation du protoplasme, se trouve déjetée
sur un des cotés de la cellule, prenant 1’aspect
d’un ménisque concave, puis finit par dispa-
aitre en presque totalité. Finalement les
cellules reprennent leur structure primitive,
formée alors d’une vacuole centrale & contenu
treés hyalin dans laquelle se meuvent quelques
corpuscules métachromatiques, ceux-ci ayant
notablement diminué (Pl. X, fig. 47, 48 et 49).

¢) Dégénérescence. — Les cellules peuvent se
maintenir longtemps dans cet état, mais le plus
souvent on observe au bout de quelque temps
des phénoménes de dégénérescence. Peu a peu
le protoplasme se contracte en forme de boules

qui se séparent de la membrane et subit une
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dégénérescence graisseuse. Les cellules finis-
sent par étre constituées presque uniquement
de gros globules d’huile, occupant le milieu de
la cellule et d’un liquide cellulaire contenant
quelques restes de corpuscules métachroma-
tiques et souvent méme une petite quantité de
glycogéne. 11 m’existe plus que trés peu de
protoplasme.

Ces globules d’huile possédent les mémes
propriétés que ceux que nous avons rencontrés
dans les champignons préeédents. Ils brunis-
sent par l'acide osmique et se dissolvent par
I’éther et le chloroforme. Enfin ils ne fixent pas
les mati¢res colorantes et offrent une moins
forte réfringence que les corpuscules méta-
chromatiques.

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 parait done pas avoir
d’action marquée sur la structure de la cellule.

Bourgeonnement. — Les bourgeons appa-
raissent sous forme de petites proémineénces
qui grossissent, se pédicellisent et se détachent
de la cellule mere, lorsque celle-ci a atteint une
taille suflisante. Dés le début de la formation

d’un bourgeon, la vacuole de la’ cellule mére

SCD Lyon 1



T

produit un petit diverticulum qui s’introduit
par le pédicelle avec une partie des corpuscules
métachromatiques, pénétre dansle jeune bour-
geon, puis se sépare de la vacuole primitive en
gardant une part des corpuscules métachro-

matiques (PL. X, fig. 15, 18). Ce partage de la ‘

vacuole précede ordinairement la division du
noyau, qui le plus souvent ne subit aucune
modification dans les premiéres phases de la
formation du bourgeon.

e n’est généralement que lorsque la vacuole
s’est introduite dans le bourgcon et souvent
méme lorsque son partage est terminé, que le
noyau commence a se diviser. I1 n’existe done
aucun rapport essentiel entre le noyau et la
vacuole, contrairement a ce que pensait Wager.
Cependant il arrive quelquefois que ces deux
divisions de la vacuole et du noyau soient
simultanées et que le noyau pénétre dans les
jeunes bourgeonsen méme temps quela vacuole,
mais le fait n’a aucune signification histolo-
gique.

La position du moyau parait, 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 a I'extrémité de la cellule opposée
au bourgeon, il s’allonge et envoie un diverti-
culum trés mince, qui traverse la cellule et va
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rejoindre le bourgeon. Arrivé prés de Porifice
du bourgeon, ce diverticulum se renfle & son
extrémité, formant un haltere; les deux ren-
flements ainsi formés restent quelque temps
attachés par leur fil d’union (1) qui s’¢tire
de plus en plus, et qui finit par se rompre,
donnant ainsi un nouveau noyau destiné au
bourgeon. Une fois détaché, ce noyau s'eflile,
g’introduit dans le col, puis pénctre dans
le bourgeon, olt il prend sa forme normale
et va se placer a coté de la vacuole. Il est
difficile d’apercevoir pendant cette division
ce qui se produit dans Iintérieur de ce noyau,
qui se colore uniformément; on remarque
cependant dans quelques cas une partie mé-
diane un peu plus sombre que le reste.

Parfois les noyaux laissent pendant un
certain temps des traces du fil médian, suivant
lequel ils sont divisés, et paraissent munis
d’une queue; cette particularité constatée par
plusicurs observateurs (Buscalioni, Brouin.
Maire), résulte simplement d’un reste de I’allon-
gement qu’a subi le noyau pendant sa division
et disparait deés que celui-ci a repris sa forme
normale.

Si au contraire le noyau est situé tout pres

(1) Ce fil d'union a été comparé par Buscalioni, et
Maire au Mittelstiick que Berthod a signalé chez certaines

algues.
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du bourgeon, il s’y introduit tres simplement
en s’allongeant et en se séparant a la naissance
du col quiunit le jeune bourgeon a la cellule
meére.

Quelquefois aussi, le noyau, au lieu de s’al-
longer pour rejoindre le bourgeon, se divise
sur place : il s’étire tres légerement, se rétrécit
un peu a sa partie médiane et se partage
aussitot par la formation d’une cloison médiane.
On observe alors deux noyaux a c¢oté 'un de
I’autre, dont I'un ne tarde pas & émigrer dans le
bourgeon.

Ces divisions rentrent sans aucun doute dans
la catégorie des amitoses {ypigues (Pl. 1I,
fig. a0 et o3 Pl I1L, fig, w394, 5,9, 19,204 et
20; et P1. X, fig. 3, 6 et fig. de 10 & 14).

Critigue des {ravaux antérieurs. — Avant
de poursuivre plus loin le développement de
cette levure, nous essaierons de comparer nos
résultats a ceux auxquels sont arrivés les nom-
breux observateurs qui ont étudié cette méme
question.

L’organe que nous avons considéré comme
noyau correspond a celui qu’ont sucecessive-
ment déerit Schmitz, Hansen, Zalewsky,
Zacharias, Strasburger, Kunstler, Mceller,
Dangeard, Henneguy, Crato, Buscalioni, Bouin,
et au nucléole de Wager.
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Dangeard et Henneguy observent un noyaun
constitué d’un nucléole et d’une aréole claire
limitée par une membrane. Bouin le déerit au
contraire comme formé d’'un nucléohyalo-
plasme contenant un certain nombre de gra-
nules chromatiques et limité par une mem-
brane. La structure que nous avons signalée
correspond a peu prés a celle de Bouin avec
plus de netteté. Nous y distinguons en effet un
nucléohyaloplasme limité par une membrane
et renfermant un nucléole et quelques ¢léments
chromatiques.

Dans certains cas, on colore seulement le
nucléole, les granules chromatiques n’appa-
raissent pas et on s’explique ainsi la structure
figurée par Dangeard dans le S. cerevisic.
Nous verrons d’ailleurs qu'il existe un grand
nombre de levures dont le noyau laisse aperce-
voir uniquement un nucléoplasme et un chro-
moblaste. Quelquefois enfin, lorsque la décolo-
ration a été insuflisante, tout le noyau conserve
une teinte uniforme ; ou méme, il peut arriver,
soit que la fixation ait été défectucuse 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
homogtnes de Buscalioni et les nucléoles de

Wager.
Au contraire Janssens et Leblanc paraissent,
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~ dans la majeure partie des cas, avoir confondu
la,vacuole et les corpuscules métachromatiques
contenus dans son intérieur avec le noyau, Ils
décrivent en effet, dans les premiéres phases
du développement, un noyau vacuolaire, cons-
titué d’un nucléole et de quelques ¢éléments
chromatiques, qui ressemble beaucoup' plus
a la vacuole qu'au noyau. Ces auteurs ont eu le
tort de ne se servir, pour des observations aussi
complexes, que d’'une seule maticre colorante ;
ils ont choisi pour celale procédé d’Heidenhain,
qui s’il est capable de rendre de grands servi-
ces et de donner souventles meilleures prépara-
tions, a le désavantage d’étre irrégulier et doit
constamment étre soumis au controle d’autres
matieres colorantes. Il est & remarquer, en effet,
que dans les dessins de Janssens et Leblanc, 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 a I’état frais sous forme d’un nuecléole
réfringent, animé de mouvements browniens,
ce qui ne laisse aucun doute sur leur confusion.
Leur noyau a 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 & un noyau.

SCD Lyon 1 -
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Plus tard ils observent une vacuolisation 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 a peu pres a la notre.

Au bout de quarante-huit heures, Janssens
et Leblanc figurent un protoplasme complete-
ment dépourvu de vacuole, a structure réti-
culée typique, qui dans les nceuds de son
réticulum se remplit de granules, qu’ils consi-
derent comme des matieres de réserve de

nature nucléo-albuminoide et qui disparaissent

colorent d’aprés eux avec I'hématoxyline 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 par Raum, Eisenschitz et Hieronymus.
Ces caractéres paraissent les identifier & nos
corpuscules métachromatiques. Janssens et
Leblanc les ont done 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 a
aucun stade du développement, nous semble
correspondre & Papparition de vacuole glyco-
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génique. Ils auraient pris, d’aprés nous, cette
vacuole légeérement rélfringente, qui occupe
toute la cellule, pour le protoplasme, et une
partie des granules qu’ils décrivent pourraient
bien étre les éléments figurés que nous avons
signalés dans la vacuole glycogénique et qui
fixent la couleur. Parfois ils sont nombreux et
offrent l'illusion d’un réticulum trées fin. (Com-
parer les figures de ces auteurs avee les figures,
16, 17, 18, 19 et 20 de notre PL. I11.)

Enfin vers la fin de la fermentation, Janssens
et Leblanc retrouvent la structure du début
avec un noyau a l’état vacuolaire qui pour
nous serait la vacuole, ce qui est conforme ace - °
que nous avons observé apres la disparition du
glycogéne.

Maffuci et Sirleo ont également commis la
méme 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 (Curtis). Ceux-ci devaient étre

('.*5._’;11[@111011[ en I'n'és;{:m:(‘- des ('_'.U]'[')l[SL'Ul(‘-S meéta-

chromatiques, mais n’ont probablement pas

remarqué leur localisation dans 'intérieur des ,‘:
vacuoles. |

Quant aux dispositions décrites par Hierony-

; mus, elles résultent de ces mémes corpuscules
1
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métachromatiques, qui lorsqu’ils sont en grand
nombre dans les vacuoles et dans le proto-
plasme peuvent présenter des aspects trés
divers, quelquefois spiralés, qui ne sont d’ail-
leurs qu’accidentels. Ils peuvent méme offrir
des formes anguleuses que Hieronymus a
prises pour des cristalloides.

Bouin a cherché & expliquer ces ligures en
cultivant le S. cerevisice dans 10 p. 100 de sucre,
milieu qu’avait employé Hieronymus. Il arriva
a produire des cellules qui se multiplient a
peine, el 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 suceédant en forme de chapelets
donneraient quelquefois par leur ensemble des
aspects spiralés. Nous avons répété ces expé-
riences, mais dans aucun cas nous n’avons
trouvé cette multiplication du noyau qui trés
probablement est également due aux corpus-
cules métachromatiques.

Au contraire Casagrandi, qui a décrit avec
beaucoup de soin larrangement de ces gra-
nules. les considére comme absolument indé-
pendants du noyau, mais leur attribue a tort
la nature de globules d’huile. Ils bruniraient,
suivant lui, par I'acide osmique et se dissou-
draient dans ’éther et le chloroforme. Vill avait
trouvé antérieurement des globules d’huile dans

GUILLIERMOND, 7
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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
I’éther, et diminuent sensiblement le poids de
la cellule apres leur dissolution.

En réalité toutes ces conlusions proviennent
de ce que beaucoup des auteurs qui se sont
occupés de cette question n’ont distingué les
globules d’huile des corpuscules métachroma-
tiques, qui dans certains cas sont en effet trés
faciles & confondre ; mais les doubles colora-
tions que nous avons indiquées, a l'aide de
I’hémalun et de 'acide osmique, dissipent toute
incertitude.

Il nous reste maintenant & examiner I'inter-
prétation de Wager.

On sait qu'Eisenschitz avait admis que la
vacuole des levures représentaitle noyau et que
les corpuscules se trouvant dans son intérieur,
possédant les propriétés microchimiques de Jla
nucléine, étaient des ¢léments chromatiques;
Wager, s’appuyant sur ces observations, figure
une vacuole remplie de granules de chromatine
et un nucléole (noyau des auteurs) toujours
accolé a eette vacuole. dont 'ensemble consti-
tueraitle noyau des levures. Wager, quia suivi
le développement des levures avec le plus
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grand soin, s’est servi comme point d’appui
a son interprétation de méthodes de colora-
tion telles que les mélanges de fuchsine et de
vert de méthyle, qui ont I'inconvénient de ne
pas donner aux corpuscules métachromatiques
leur caractere essentiel, ¢’est-a-dire leur colo-
ration rouge. Par suite, d¢étant donnée la

petitesse de ces corpuscules et leur aspect
quelquefois réticulé, il est tres aisé de les
?; confondre avec des éléments chromatiques. De
plus, le noyau ne se différencie qu’imparfaite-
ment avec ces méthodes et ne laisse jamais
apercevoir les détails de sa structure.

Mais 1’étude minutieuse que nous avons
faite de champignons plus gros et chez lesquels
I’existence du noyau ne laisse aucun doute, tels
que le D). species et I'O. lactis, et la comparaison
de la structure de ces champignons avec celles

4
' qu’on obtient chez les levures suflit a démontrer
) I'indépendance du noyau et de la vacuole et

des corpusculesqu’elle renferme. Ce noyau, qui
se colore en bleu par I'hémalun et posséde une
structure caractérisée avec membrane, nucléo-
plasme 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 mnucléole.
D’autre part si la vacuole est tres souvent en
intime contact avec le noyau, il peut arriver
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que ces deux organes soient nettement séparés
et ¢’est le cas général chez les moisissures, qui
nous montrent cependant une structure ana-
logue a celle des levures par tous les autres
cotés. Cette proximité de la vacuole et du
noyau, toutau contraire,s’explique plus simple-
ment par la petitesse de la cellule et la grosseur
de la vacuole qui font que tous les organes sont
presque nécessairement en contact.

[l peut se faire aussi que les corpuscules
métachromatiques soient capables de jouer un
role nutritil’ vis-i-vis du noyau ; certaines dis-
positions que nous avons décrites paraissent
en [aveur de cette idée; il est facile de com-
prendre de cette maniére qu’il puisse exister
une liaison entre le noyau et la vacuole. Le
noyau qui parait jouer un role important dans
la nutrition cellulaire aurait besoin en ece cas
d’étre en relation avee la vacuole qui contient
les corpuscules métachromatiques et peut-étre
aussi d’autres produits qui échappent a notre
observation.

D’autre part 'analyse microchimique nous
montre que ces granules ne paraissent pasavoir
les caractéres de la nucléine et les auteurs
(Curtis, Eisenschitz) qui ont constaté leur dis-
_parition aprés traitement par les dissolvants
de la nucléine n’ont pas remarqué que ces

corpuscules existaient toujours, mais avaient
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perdu leur propriété de fixer les matieres colo-
rantes.

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 mani¢re dont nous les verrons se
comporter pendant la sporulation indique
trés nettement qu’ils n’ont aucun ecaractére
nucléaire,

I1 est vrai qu’Eisenschitz distingue deux caté-
gories de granules: 1’ les uns plasmatiques.
qui résistent aux dissolvants de la nucléine :
9" les autres situés dans la vacuole et qui
possedent les propriétés de la nucléine. Mais
on ne doit donner qu'une importance tres
relative a la microchimie, surtout lorsqu’il
s'agit d’organismes si petits qui prétent a tant
d’erreurs.

Nous avons vu d’autre part que la distinction
établie par Wager entre les granules de matiere
de réserve (protéine et huile) et les granules
chromatiques, était inexacte, étant donné que
ces granules, sujets & de grandes variations de
dimensions et de formes, présentent cependant
vis-a-vis du bleu de méthyleéne les mémes
caracteres de métachromasie. Tous eces gra-

nules se l‘il”it(.‘ll{‘l]l. done aux (.'{)1'[)1[5(‘.!]'{‘."' meéta-
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chromatiques (1), et il est aujourd’hui admis
par tous les auteurs qui se sont occupés sérieun-
sement de ces corpuscules que ce sont des corps
extra-nucléaires (Zacharias, Palla, Biitschli,
Lauterborn, Kunstler).

Deméme la prétendue présence de lanucléine,
mise en évidence par Macallum sur les bords
de la vacuole des levures ou dans les nceuds du
protoplasme, ne peut avoir qu'une signification
des plus douteuses: quoi qu’en dise 'auteur, il
n’y a aucune raison pour que la nucléine soit la
seule substance de la cellule qui puisse contenir

des composés assimilés du fer.

Résumé. — On trouve donc une tres grande
conformité de structure entre le S. cerevisice et
les moisissures (1. species et O. lactis) que nous
avons précédemment déerites. On y remarque
en effet:

1° Un noyau (nucléole de Wager) présentant
une structure trés caractérisée (avee nucléohya-
loplasme, granules chromatiques, membrane).
Ce noyau se divise par amitose;

2" Des granules (granules de Raum, Hiero-

(1) Le protoplasme peut contenir aussi vers la fin dun
développement quelques globules d’huile provenant dun

commencement de dégénérescence. Il y existe enfin les
éléments figurés que nous avons renconirés dans les

vacuoles a glycogene.
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nymus, Curtis) tres variables par leur forme,
qui se attachent tous aux corpuscules méta-
chromatiques. lls sont le plus souvent con-
tenus dans lintérieur des vacuoles (vacuoles
nucléaires d’Eisenschitz et de Wager), qui
contrairement a Popinion de Wager sont indé-
pendantes du noyau.

Le glycogene parait se localiser dans des
vacuoles distinctes des précédentes, qui se
forment au cours du développement.

Dans les cultures agées, on voit apparaitre
des globules d’huile que I'on ne doit pas con-
fondre avee les corpuscules mdétachromatiques.
Pendant le développement les vacuoles glyco-
géniques se fusionnent en une seule vacuole,
qui envahit la cellule. Les vacuoles primitives
ont disparu: le protoplasme et le noyau sont
déjetés contre Ja membrane. Les corpuscules
métachromatiques sont alors disséminés dans
le protoplasme. Vers la fin du développement
la vacuole glycogénique disparait graduelle-
ment. la vacuole a t_'c)l*puﬂ("n'lva métachroma-
tiques se reforme et les cellules reviennent a

leur état |n-imi'til.
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Les phénomenes cytologiques qui accompa-
gnent la sporulation sont encore peu connus.
Ils présentent néanmoins un trés vif intérét,

 tant par eux-mémes qu’au point de vue de la
classification. La signification des spores endo-
génes des levures a été, en effet, trés diverse-
ment considérée ; certains botanistes ont donné
al’appareil de fructification deslevures la valeur
d’une asque (Reess, de Bary, Hansen), les autres
Iont rapproché des sporanges (Brefeld). Van
Tieghen a méme attribué la formation des
spores a un état maladif du protoplasme qui
aurait pour cause une altération des cellules de
levure par les bactéries. L’histologie permet
d’éclairer cette question. Il n’y a guére cepen-
dant que Zalewsky, Raum et Wager qui aient
essayé jusqu’ici d’étudier le développement his-
tologique des spores. Aussi avons-nous cru inté-

ressant de suivre de trés prés ces phénoméenes.

Phénomeénes proloplasmiques. — Ainsi que
nous l'avons déja dit, nous avons employé
pour I’étude de ces phénomeénes les cultures
sur tranches de carotte. Le développement
se montre trés semblable a celui que nous
avons observé dans le liquide Mayer. Dans
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les premiers stades, la levure est constituée
d’'une vacuole renfermant des corpuscules
métachromatiques; ceux-ci (1) sont toujours
plus nombreux que dans le liquide Mayer et se
fusionnent pour former des sphérules atteignant
quelquefois un diamétre supérieur a 2y Dans
la suite, on assiste a la formation d’une vacuole
glycogénique, qui envahit toute la cellule.
Vers le troisitme ou quatrieme jour, cette
derniere diminue un peu de volume et la
vacuole a corpuscules métachromatiques repa-
rait sur un des cotés de la ecellule. Les
cellules renferment alors une tres grande
abondance de glycogéne et de corpuscules
métachromatiques, condition qui parait indis-
pensable a la formation des spores: c’est a ce
moment que débutent les phénomenes de spo-
rulation. La vacuole a corpuscules métachro-
matiques, ainsi que la vacuole glycogénique se
divisent, en gardant chacune leur contenu, de
sorte que l'on distingue encore des vacuoles a
corpuscules métachromatiques et des vacuoles
aglycogene. Finalement la cellule devient entie-
rement vacuolaire. Les vacuoles a corpuscules

métachromatiques sont remplies d'une telle

(1) Laurent a observé (ue le glycogéne était beaucoup
plus abondant sur les milieux solides que sur les milieux
liquides. Peut-étre doit-on rapprocher ce fait de ce que nous

constatons pour les corpuscules métachromatiques,
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quantité de granules que leur contour est diffi-
cile & observer et I'on ne distingue nettement

les mailles du protoplasme qu’aprés une déeo- ‘

loration prolongée : la cellule apparait alors
comme formée d’'un grand nombre de vacuoles
de dimensions assez régulieres, limitées par des
mailles tres fines de protoplasme et qui ressem-
blent aux structures alvéolaires dessinées par

Bittschli  chez les bactéries : les vacuoles

e

a corpuscules métachromatiques pourraient
méme donner I'illusion: d’un corps central. Ces "
vacuoles sont ordinairement situées vers le
centre, ou quelquefois sur un des cotés de

la cellule. Ces structures s’observent avee ]

beaucoup de netteté lorsqu’on emploie les ¥
colorations au bleu de méthyleéne ou au bleu i_
polychrome, qui différencient trés bien les :
corpuscules métachromatiques. '
Le noyau se trouve parfois sur un coté de la :
cellule, mais il occupe le plus souvent le centre. :
Il est toujours en étroite connexion avee les
vacuoles & corpuscules métachromatiques,
situé, soit sur un coté de ces vacuoles, soit au :
centre. Quelquefois méme il se trouve comple- |
lement masqué par ces vacuoles et se laisse F

difficilement distinguer. Ce noyau, qui avait
toujours gardé sa structure normale, apparait
deés maintenant comme une simple tache sphé-
rique et homogene.
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Dissolution des corpuscules métachroma-
ligues.— A cestade apparait un phénomene tres
curieux, et qui est de nature & nous renseigner
sur le role de ces corpuscules métachroma-
tiques. Ces corpuscules qui jusqu’a ce moment,
avaient conservé des dimensions variables et
dont quelques-uns étaient tres gros, diminuent
peu a peu de taille et de nombre. 1ls n’appa-
raissent plus bientot que sous forme de tres
petites ponctuations localisées aux bords des
vacuoles qui alors prennent une coloration uni-
formément rouge pdle avec toutes les matiéres
colorantes qui donnent aux corpuscules méta-
chromatiques leur coloration rouge caractéris-
tique (hémalun, violet de gentiane) (P1. XII,
fig. de 26 a 28). Avec le vert de méthyle, elles
peuvent méme se colorer en rose violacé. Mais
les meilleures préparations sont obtenues a
I'aide du bleu de méthyléne et surtout du bleu
polychrome: avec le bleu de méthyléne, les
corpuscules apparaissent en rouge violacé et
le contenu des vacuoles se colore uniformé-
ment en rouge pale, tandis gu’avec le bleu
polychrome les corpuscules se teignenten 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 parait pouvoir s’expliquer
que par une sortede dissolution de ces corpus-
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cules dans lintérieur des pacuoles. La présence
d’un contenu acide dans la vacuole n’expli-
querait rien, car si certaines matiéres colo-
rantes, telles que I’hémalun, se montrent tres
sensibles a I'action des acides. le bleu de méthy-
léne est incapable de virer au rouge par quelque
acide qu’on le traite, et on ne connait gueére
jusqu’alors de substance (1) autre que celles
des corpuscules métachromatiques qui puisse
donner a cette matiére colorante une pareille
teinte. :

D’autre part cette coloration rouge se montre
toujours avec la plus grande netteté et ne
subit pas la moindre variation de nuance.
lorsqu’on I'observe au microscope en faisant
varier le point. Elle ne peut donc pas étre
attribuée a une diffraction.

De pareils phénomeénes constituent une
notion toute nouvelle dans la. question des
corpuscules métachromatiques. Ils ont paru
en effet échapper jusqu’ici & 'observation de
tous ceux qui ont étudié ces corps. Cependant
il semble bien que Raum ait apercu des phéno-
menes de cetordre et cela expliquerait comment
il a pu admettre que les vacuoles étaient
capables a de certains moments de se trans-

(1) Les Mastzellen prennent cependant une coloration

rouge violet avec le bleu de méthyléne (Voir Henyreny -
Traité sur la cellule. p. 241.)
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former en grains sporogeénes. 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 méthyléne. Ces corps
naitraient trés petits et au moment de leur
différenciation, donneraient a la partie centrale
de la cellule cette coloration uniformément
rouge. Cette coloration ne serait-ellepoint due
au contraire a de semblables phénomeénes de
dissolution, plutét qu’a un commencement
de différenciation ?

Divisions nucléaires. — (C’est a ce stade que
le noyau commence sa premiere division. Les
mailles protoplasmiques s’épaississent autour
du noyau, le protoplasme s’y accumule et le
noyau se trouve entouré d’'une zone protoplas-
mique qui lui donne un contour légérement
irrégulier ; puis le noyau apparait constitué de
deux petites masses arrondies de forme plus ou
moins réguliere, ayantméme souvent un aspect
granuleux et entourées de protoplasme. Ces
deux masses s’écartent parfois et vont se placer
aux deux poles 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 tres
pres I'une de lautre au centre de la cellule et
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recommencent aussitot a se diviser par un pro-
cédéanalogue (PL I1I, fig. de 21 a 30). Le proto-

plasme entoure toujours le noyau et posséde une

assez forte aflinité pour les mati¢res colorantes,

de telle sorte que les figures de division du
noyau sont toujours tres confuses et qu’il parait
impossible de se rendre compte du mode sui-
' rant lequel elles s’effectuent. D’ailleurs nous ne
chercherons pas pour le moment a interpréter

ces phénomenes, nous proposant de revenir

—E e e . —— ———

sur cette question a propos du S. Ludwigii,

qui est p;'u‘ticl'lli(‘.’l‘cmcnt favorable a cette

—

étude.

Formation des spores. — Aussitot apres la |
derni¢re division, les noyaux entourés d’une ._
méme zone protoplasmique, et généralement

. trés voisins l'un de l'autre, paraissent s’entourer
d’une membrane protoplasmique trés mince et
sombre qui commence a apparaitre tout autour
du noyau laissant libre pendant quelque temps 'r
le coté opposé au noyau, et donnant aux '
ébauches de spores une forme de calotte qui

e —

petit a petit se forme compleétement; ainsi

limitée, la spore ne tarde pas a s’entourer d’une
zone hyaline qui parait étre lorigine de la :
membrane cellulosique (Pl. III, fig. de 31 1*
a 35). t

Les spores sont d’abord extrémement petites ; ‘
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elles sont constituées d'une forte membrane, !
d’un noyau toujours tres petit accolé a 'un des

cotés de la membrane et d'un protoplasme

rayonnant autour de ce noyau et dontles rayons

délimitent autant de vacuoles.

Peu a peu ces spores grossissent aux dépens
de I'épiplasme; celui-ci se désorganise peu
a peu, les vacuoles se fusionnent, les mailles
protoplasmiques se résorbent et finalement il
ne subsiste plus qu’un liquide cellulaire tenant
en'suspension du glycogeéne, quelques restes
de (_'.:u'pusculus mcétachromatiques, et le liquide
provenant de leur dissolution quilui donne une

couleur uniformément rouge avec le bleu de

J_:-h- =nA.A

méthylene.

Kn gl‘:msissunt, les spores absorbent le

- iy b

glycogeéne et en accumulent une certaine

[ pe—

pu!"lit? dans leurs vacuoles: de méme on

apercoit un certain nombre de corpuscules
métachromatiques paraissant disposés dans les
rayons protoplasmiques de ces spores, dont le

nombre augmente au fur et a mesure que la

A, e S

spore se . gonfle. Il reste cependant assez

bl C
3 longtemps quelques débris de corpuscules
\ métachromatiques qui comprimés entre les :
' spores s'accumulent autour de leurs mem-
3. branes. ,
[ Sl y
| A leur maturité les spores ont absorbé tout
I'épiplasme et se sont gonflées de facon & occuper
Y

!
!
|
!
!
!
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tout le volume de Dl'asque. Il n’existe plus
aucune trace de corpuscules métachromatiques
en dehors des spores.

Fuston nucléaire. — Janssens et eblane
avaient observé une division du noyau, s’effec-
tuant quélques heures avant le début des phé-
noménes de sporulation, dans chaque cellule se
préparant a lormer des spores. Les deuxnoyaux
ainsi formés acquerraient une certaine indé-
pendance, mais resteraient toujours trés pres
I’un de 'autre ; au bout d’un certain temps, ces
auteurs auraient observé une refusion de ces
deux noyaux en un noyau unique qui aurait
renfermé a peu pres le double de la nucléine
contenue dans les noyaux ordinaires. Ce noyau
ainsi formé ne tarderait pas alors a se diviser
dans le but de répartir un noyau dans chacune
des spores. Ces auteurs considéraient la
fusion de ces deux noyaux comme un acle de
sexualité rudimentaire, ayant une signification
analogue aux phénomeénes déerits chez les
Ascomycetes et les Basidiomyecetes: par Dan-
geard et Sapin-Trouffy. L’asque serait donec un
aeuf.

Wager au contraire n’a jamais observé cette
conjugaison nucléaire ; il Pattribue a une erreur
de Janssens et Leblanc qui auraient confondu
sa pacuole nucléaire avec le noyau. D’apres lui,

SGD Lyon 1
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cette pacuole nucléaire se diviserait au moment
de la sporulation, et, ce qu’il considére comme
- le nucléole, se distinguerait peu. lls auraient
observé au début de cette vacuolisation la pre-
miere division de la vacuole nucléaire, qui
formerait suivant euxles deux noyaux destinés
a se conjuguer. Dans les stades suivants le
protoplasme serait entierement vacuolaire et le
nucléole se différencierait plus facilement : & ce
moment ils auraient done vu le nucléole et ils
Pauraient considéré comme le noyau résultant
dela fusion des deux noyaux qu’ils avaient cru
observer antérieurement (1).
Nous avons suivi avee beaucoup de soin le
: développement du S. cerepisice cultivé sur
carolte depuis le début du développement jus-
i qua la formation des spores et jamais nous
B n’avons apercu de division du noyau suivie
de conjugaison.
Nous avons observé a ce point de vue toutes
les levures que nous étudierons dans la suite et
dans aucune nous n’avons constaté les conjugai-
sons décrites par Janssens et Leblane. Cecinous
dispensera done de revenir sur ce sujet.

de Janssens et Leblane ot ils représentent les deux noyaux
ne contignnent. en effet, aucune trace de vacuoles. et les
noyaux pourraient bien étre des vacuoles & corpuscules
métachromatiques.

GUILLIERMOND.

1
% (1) L'explication de Wager nous parait exacte , les dessins
%
!
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Les Saccharomyces s’¢loigneraient done par
ce caractere des Ixoascées auxquelles beau-
coup d’auteurs les rattachent (de Bary, Hansen);
chez ces dernitres, en effet, le noyau de la
cellule-mere de lasque proviendrait d’apres
Dangeard de la fusion de deux noyaux pri-

mitifs.

Germination des spores. — Au moment de la
germination, les spores sont trés gonflées; elles
se moulent a la paroi de 'asque qu’elles occu-
pent en entier, et pressées les unes contre les
autres, elles offrent un contour irrégulier, et
plus ou moins polygonal. La paroi de l’asque
se déchire ou subsiste suivant les circonstances.
Ces spores contiennent ordinairement une seule
vacuole résultant de la fusion des vacuoles
primitives et qui renferme une grande quantité
de corpuscules métachromatiques qui se sont
développés au fur et a mesure que I'épiplasme

a 6été absorbé. Le glycogéne trés abondant

jusque-la disparait presque totalement. Un cer-
tain nombre de ces spores peuvent entrer en
dégénérescence et ne pas se développer; les
aulres germent en produisant d’abord un bour-
geon, qui généralement est suiyi de Papparition
d’un certain nombre d’autres disposés dans des
endroits quelconques autour de la spore.

e bourgeonnement des spores s’effectue de

_— %
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la méme maniére que le bourgeonnement des
cellules végétatives ; la vacuole se divise avec
le noyau et s’introduit dans chaque bourgeon
avec une portion des corpucules métachroma-
tiques renfermés dans la spore. La division du
noyau s'accomplit suivant le procédé amito-
tique habituel (PL. III, de 36 a 4o).

[l existe donc ici une disparition du glyco-
gene quon observe un peu avant la germi-
nation ou au moment de la germination, tandis
que les corpuscules métachromatiques ne
paraissent pas étre absorbés et pénétrent au
contraire dans les jeunes bourgeons. Malgré
cela, I'ensemble de ce que nous avons observé
pendantle développementsemble bien indiquer
qu’il joue le role de matiere de réserve.
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CHAPITRE 1V

’ S. Pastorianus. — S. ellipsoideus.
S. subcutaneus tumefaciens.
S. membrangefaciens. — S. anomalus.

|
|
|

[. —Saccuaromyces Pastorianus I (HANSEN
|

Le S. Pastorianus I, découvert p;u; Hansen ;
dans la poussiere de Dair d’une tannerie de
Copenhague, ressemble beaucoup a celui que
Pasteur a appelé de ce nom dans ses études sur
la biére. Les cellules sont ordinairement allon-

gées; il en existe cependant de rondes. Les ‘
spores sont petites et n’atteignent que rarement ﬁ
5p. Le plus souvent leur diametre varie entre |
1.5 et 5,5 p. Leur nombre dans une meéme
cellule varie de un a quatre, mais peut atteindre L
les chiffres de cing & dix. Les voiles sont formés

de cellules trées allongées.
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Développement végétatif. — Dans le liquide
Mayer, on observe chez cette levure un dévelop-
pement qui ressemble beaucoup a celui que
nous venons de décrire pour le S. cerevisice.
LLes cellules jeunes ont une forme ovale ou

sphérique. Elles possédent a leur centre de

petites vacuoles renfermant quelques corpus-

i cules métachromatiques ; plns tard les vacuoles

s¢ réunissent ordinairement en une seule. en

méme temps que les corpuscules métachro-
1‘1]:1'Liqu.(:s se d(’e'\'c]oppcrl't et augmentent de '
nombre.
Le noyau est le plus souvent en contact avee
cette vacuole et vers le milieu de la cellule. 11
atteint environ 1 , de diamétre et se présente
assez souvent comme une masse homogéne,
qu’on emploie pour sa différenciation 1’héma-
toxyline au fer ou I’hémalun. Cependant,
dans les meilleures préparations, il montre une

structure analogue a celle que nous avons

g

. ——

observée chez le S. cerepisice avecun nucléohy a-
loplasme incolore, une membrane, un nuéléole ;
et quelques grains de chromatine trés irrégu-
licrement disposés. Tres souvent on n’apercoit
que le nucléole (Pl. IV, fig. de 8 a 14).
LLe bourgeonnement s’effectue de la méme
maniére que chez le S. cerepisice. La vacuole
envoie dans le jeune bourgeon un petit prolon-

f_‘;(‘.ll’l("llt.. (Illi Se H("[Hll‘{‘ (f‘ll.‘-"ll'ltl‘ (.IC ]2! vacuole
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meére en gardant une partie des corpuscules
métachromatiques.

Le novau se divise soiten méme temps, soit,
plus fréquemment, aprés la vacuole; Sa division
s’accomplit par un procédé analogue a celui que
nous avons décrit chez la levure précédente.
Sans changer de place, il s’allonge légerement
et se partage en deux portions dont 'une va
rejoindre le bourgeon. ou plus souvent il
s’allonge beaucoup, gagne lorifice du bour-
geon, se rétrécit et se coupe en son milieu, el
I'un des deux noyaux fils ainsi formés s’intro-
duit dans le bourgeon.

Au bout d’un certain temps les cellules mani-
festent une tendance & s’allonger, elles devien-
nent ovales et se remplissent de glycogene :
cependant quelques-unes d’entre elles restent
sphériques. Dans les cellules allongées, qui
sont de beaucoup les plus nombreuses, le gly-
cogéne qui avait d’abord apparu dans le'proto-
plasme se localise ordinairement dans deux
vacuoles, situées aux deux poles de la cellule.

[La cellule comprend alors une ou un certain
nombre de vacuoles a corpuscules métachroma-
tiques au centre et au voisinage des novaux,
et deux vacuoles glycogéniques aux deux poles.

Dans les formes sphériques, les vacuoles
glycogéniques ocecupent ordinairement 'un des
cotés de la cellule.
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‘Cette structure parait se conserver pendant
longtemps. Le glveogeéne, moins abondant que
dans le S. cerepisice, reste localisé dans les
deux vacuoles polaires, et les vacuoles & cor-
puscules métachromatiques subsistent pendant
tout ie développement.

Dans les voiles, les cellules sont quelquéfois
tres allongées, mais malgré cela possédent une
structure semblable et on n’observe ordinaire-

ment qu'un seul noyau par cellule.

Sporulation. — Dans les premiéres phases
de la sporulation les cellules prennentun aspect
alvéolaire. Le protoplasme apparaitalors ent 1¢-

rement formé de petites vacuoles délimitées par

des mailles trés fines de protoplasme. (P1. XI,

fic. de 3 a 6). Il existe toujours deux catégories

de vacuoles, les unes, ordinairement disposées
au centre de la cellule, qui contiennent une tres
grande abondance de corpuscules métachroma-

tiques, et les autres, généralement polaires, qui

————

renferment exclusivement du glycogéne. Cette

vacuolisation effectuée, on voit se produire dans

P’intérieur des vacuoles & corpuscules méta-

chromatiques le phénomeéne gne nous avons

déja constaté dans la levure précédente: les

e

t"()l"l)i]!’-&(‘.ll](’.‘-‘- métachromatiques diminuent de

™

nombre et le« vacuoles qui les contiennent pren-

nent une couleur rouge pdle avec la plupart des

matic¢res colorantes (P1. XII, fig. de 29 a 38).
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Le noyau se trouve presque toujours au Voi-
sinage des vacuoles a corpuscules métachroma-
tiques. Il apparait sous forme d’une masse sphé-
rique homogeéne. Le protoplasme s’accumule
bientot autour de ce noyau et ¢’est a ce moment
que ce dernier commence ses divisions succes-
sives en vue de la formation des spores.

Cette division se produit de la méme maniére
que dans le S. cerevisiee et sans quon puisse
s’en faire une idée exacte. Les noyaux fils vont
se placeraux poles de la cellule ou restent trés
proches les uns des autres.

Les spores naissent comme dans le S. cere-
pisie ; elles apparaissent d’abord sous forme de
trés petites masses de forme irréguliére conte-
nant chacune un noyau etse délimitant par une
bordure protoplasmique sombre qui commence
A nafitre au voisinage du noyau, pour se fermer
ensuite dans sa région opposée; puis elles
s’enveloppent bientot d'une zone hyaline, qui
marque le début de la formation de la mem-
brane cellulosique (P1. TV, fig. de 15 & 21).

Les spores formées sont constituées d’un tres
petit noyau accolé a I'un des cotés de la mem-
brane et d’un protoplasme rayonnant autour de
ce novau. Au fur et & mesure qu’elles grossis-
sent, elles absorbent I’épiplasme, qui se désor-
ganise et se transforme en un liquide cellulaire
contenant du glycogéne, la substance qui se
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colore en rouge et quelques restes de corpus-
cules métachromatiques qui diminuent de plus
en plus et finissent par disparaitre compléte-
ment.

Une fois miires, les spores sont trés grosses et
occupent tout le volume de l'asque.

Leur germination présente les mémes carac-
teres que le S. cerevisice et ne differe pas du
hourgeonnement normal des cellules végéta-
tives (P1. IV, fig. de 22 4 25).

II. — SaccufromycEs Ernipsoipeus [
(HANSEN)

Le S. ellipsoideus I est une levure a fermen-
tation basse, trouvée par Hansen sur des
aisins murs dans les Vosges; il ressemble
beaucoup au S. ellipsoideus de Reess et de
Pasteur. Ses formes, d’ordinaire elliptiques,
peuvent devenir rondes ou méme s’allonger en
boudins.

Les spores atteignent un diametre compris
entre 2 et 4 ». Leur nombre varie entre 1 et 4.

Les voiles renferment des cellules trés allon-

rées.

6}

Développement végétatif. — La structure du
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S. ellipsoideus differe fort peu de celle des pré-
cédentes levures. Il existe, dans les premiéres
phases du développement, plusieurs petites
racuoles contenant un nombre variable de cor-
puscules métachromatiques. Ces vacuoles gros-
sissent et se fusionnent, constituant alors une
grosse vacuole occupant le centre de la cellule.

Le noyau, ordinairement accolé a cette
vacuole, posséde une structure trés visible dans
les bonnes préparations avec nucléoplasme
limité par une membrane, nucléole et granules
chromatiques (PL. 111, fig. de 41 &4 48 et Pl. IV,
fig. 1, 2, 9)

Le bourgeonnement se produit suivant le
méme procédé que dans les levures que nous
venonsd’étudier. La division du noyau s’effectue
toujours par amilose.

Le glycogéne se montre en bien moindre
abondance que dans les levures précédentes et
se localise dans de petites vacuoles naissant a
des endroits indéterminés de la cellule. Dans
les cellules allongées, on peut retrouver la
disposition que nous avons observée chez le
S. Pastorianus avec une vacuole centrale a cor-
puscules métachromatiques et deux vacuoles

holaires renfermant le glveogene.
Lo o

Sporalation. — Les spores sont difficiles a
obtenirdans les culturessur tranches de carotte:
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au, contraire elles se forment tres rapidement
sur les blocs de platre. \

[Les phénomeénes histologiques de la sporula-
tion ne different pas de ceux que nous avons
observés jusqu’ici.

On remarque encore une vacuolisation du
protoplasme et I'on distingueides vacuoles ren-
fermantdu glycogéne, et des vacuoles a corpus-
cules métachromatiques, dans lesquels on
observe a certains moments des phénomenes de
dissolution.

La division du noyau et la formation des
spores se produisent de la méme fagon, ainsi
que le montrent nos figures (P1. IV, fig. de 4 a
8 et P1. XII, fig. de 39 a 43).

[[I. — SACCHAROMYCES SUBCUTANEUS
PUMEFACIENS (CURTIS)

Cette levure fut découverte, il v a quelques
années, par Curtis dans certaines tumeurs mali-
vnes. Elle ne differe pas des levures ordinaires.
Les cellules ont une forme sphérique. La mem-
brane peut, lorsque la levure vit en parasite
dans les tissus, donner lieu a des formations
capsulaires, comme cela existe chez la plupart

des levures pathogenes.
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Curtis a cherché 4 observer la structure.de
cette levure ; il signale, comme nous '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 tres
réfringents et ne se colorent pas; ce seraient des
globules d’albumine jouant le role de produits
de réserve. Le noyan serait done diffus dans
le protoplasme.

Le S. tumefaciens nous a montré dans ses
cellules, au début du développement, un cer-
tain nombre de petites vacuoles, renfermant
chacune quelques granules métachromatiques
que Curtis a pris pour des grains de chroma-
tine. Nous avons toujours observé en outre un
noyau qui se colore facilement par I'héma-
toxyline de Heidenhain et par I’hémalun. Il
est toujours tres petit et se présente sous
Paspect d’une masse sphérique et homogéne
enveloppée parfois d’une zone hyaline de nu-
cléoplasme (PL. 1V, fig. 26, 27 et 28),

Ce noyau se divise par le procédé habituel.
Tantot, il se partage, en s’étranglant, en deux
petites masses, dont 'une reste i sa position
primitive et dont I'autre se dirige dans la nou-
velle cellule, tantot il s’allonge, pénétre dans le
col du bourgeon et s’y sépare en deux portions.

SCD Lyon 1
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Le glycogeéne est toujours rare dans les cel-
lules du S. tumefaciens, méme dans les milieux
les plus favorables a sa formation. Il apparait,
lorsqu’il existe, dans le protoplasme qu’il
impregne, mais il ne semble pas se localiser
dans les vacuoles.

Vers la fin du développement on observe sou-
vent la formation de gouttelettes réfringentes
répondant probablement aux granules albumi-
noides de Curtis, et qui nous paraissent étre
des globules d’huile.

[V. — Saccuaromyces ANOMALUS (HANSEN)

Hansen a désigné sous ce nom une curieuse
espéce rencontrée dans une levure impure
d’une brasserie de Baviere. Elle a des cellules
petites, o rales, quelquefois allongées et ses
formes générales se rapprochent plus des
Torulas que des Saccharomyces. Elles forment
a la surface du liquide des voiles analogues a
ceux du S. membranefaciens. Au bout de
quelques jours, tant dans ce voile que dans les
cellules du fond, se développent des spores qui
ont une forme trés caractéristique. Elles ont
I'aspect e chapeaux formés.d’une demi-spheére

reposant sur une membranes épaisse, qui les
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déborde. Il y a dans chaque cellule mére de
deux & quatre spores. Leur diamétre est de 2 a
3 p. Cette forme de spores ressemble beau-
coup a celle de I'indomy-ces decipiens, avec
lequel du reste Hansen et Barker ont rapproché
cette levure.

Développement végétatif. — Au commence-
ment du développement, le S. anomalus con-
tient plusieurs vacuoles disséminées dans un
protoplasme trés dense; le plus souvent il en
existe deux situées au voisinage des deux poles
de la cellule. Ces vacuoles renferment un cer-
tain nombre de corpuscules métachromatiques
d’abord tres petits, qui se fusionnent dans la
suite pour constituer quelques sphérules de
taille moyenne.

Le noyau est placé soit & I'une des extré-
mités de la cellule, soit plus ordinairemént au
milieu. Il se trouve quelquefois en  contact
avec l'une des vacuoles ou pressé entre les
deux vacuoles, mais il en est trés souvent
séparé.

Ce noyau est un petit corps sphérique d’envi-

ron 0,8 . de diametre, constitué d’un chromo-
blaste entouré d’un nucléoplasme incolore. Dans
quelques cas ondistingue une membrane enve-
loppant le nucléoplasme (P1. IV. hig. de 29

a 35).

[
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LLa division se fait presque toujours par un
partage du chromoblaste en deux masses
égales, analogue a celui que nous avons ren-
contré dans le D. species et 1’0O. laclis.

On remarque souvent que les bourgeons
naissent tres prés des noyaux et il pourrait
exister dans cette levure certaines liaisons entre
la position du noyau et celle des bourgeons,
mais il y a cependant de nombreuses excep-
tions.

Au cours du développement, il se forme un
certain nombre de vacuoles renfermant du gly-
cogéne et disposées soit aux deux poles de la
cellule, soit au centre entre deux vacuoles a

corpuscules métachromatiques.

Sporulation. — Dans la sporulation, on
remarque comme toujours une vacuolisation
du protoplasme et une spécialisation.en vacuoles
a glycogene et vacuoles & corpuscules méta-
chromatiques; celles-ci occupent ordinairement
le centre de la cellule, les premieres sont
surtout situées a ses extrémités.

On observe & un stade ultérieur les mémes
phénomeénes de dissolution de corpuscules méta-
chromatiques, que nous avons toujours ren-
contrés jusqu’ici au début de la sporulation
et qui se manifestent par de tres belles colora-
tions rouges des vacuoles (Pl. XII, fig. de 47
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a 49). Le noyau apparait sur.un des cotés de la
cellule, appuyé contre la membrane et en con-
tact avec les vacuoles a corpuscutes métachro-
matiques. Le protoplasme se condense autour
de ce noyau, puis commencent la division
du noyau et la formation des spores qui parais-
sent s’accomplir suivant le procédé normal. Les
spores naissent en des endroits trés variables,
soit au centre, soit plus souvent aux deux poles
de la cellule. Elles apparaissent comme d’ordi-
naire en forme de petites calottes concaves et
irrégulieres dans leur concavité (PL. IV, fig. 36,

37 et 38).

V. — SACCHAROMYCES MEMBRAN/EFACIENS
(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 a la surface du mott de biére un
voile gris, luxuriant, composé principalement
de cellules allongées en forme de boudins. Mais
il se rapproche des levures de Hansen par sa
grande richesse en endospores qui se déve-
loppent non seulement sur les cultures sur
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platre, mais aussi dans les voiles. Les asques
sont en général allongés, avee deux spores
sphériques ou ovales mesurant 4,5 p dans le
plus long diameétre.

Dépeloppement oégétatif. — Cette levure se
présente, dans ses premieres phases de déve-
loppement, sous forme de cellules longues, a
protoplasme honwgf;nc, creus¢ ordinairement

|! de deux vacuoles, qui renferment un grand
| nombre de corpuscules métachromatiques
I“ offrant souvent par leur ensemble des aspects
& réticulés ; dans la suite, ces corpuscules méta-
| chromatiques se fusionnent, grossissent et
N apparaissent sous forme de deux ou trois sphé-
rules 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 discoi-
dale, mais trés souvent il est complétement
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 nucléohy-alo-

e A N . PR N g e e

plasme incolore, limité par une membrane que,
seules, les meilleures préparations permettent
de distinguer (P1. IV, fi

g. 39, 4o et 41).
La division de ce noyau se fait aussi par un

GUILLTERMOND. 9
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partage 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. — Aumoment de la sporulation,
le protoplasme se vacuolise enti¢rement et les
cellules apparaissent formées d’un groupe de
vacuoles a 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
matieres colorantes, une coloration rouge indi-
quant leur dissolution (P1. XII, fig. 44, 45 et 46).

La division du noyau est difficile a étudier,
¢tant donnée la petite taille des cellules. Elle
parait toutefois s’effectuer comme dans les cas
précédents. Les spores naissent au milieu de la
cellule et se forment par le procédé habituel
(P1. IV, fig. 42 et 43).

VI. — Resumsi

»

Nous avons observé dans ce chapitre un

certain nombre de levures (S. Pastorianus,
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S. ellipso¥deus, S. subcutaneus tumefaciens,
S. membrancwfaciens, S. anomalus), et nous
avons retrouvé chez ces levures une structure
correspondante a celle que nous avons décrite
chez le S. cerevisice.

On y distingue en effet un noyau, formé
tantot d’un nucléoplasme, d’un nucléole et de
grains de chromatine, tantot d'un nucléoplasme
! et d’un chromoblasie, et des vacuoles renfermant
des corpuscules métachromatiques en plus ou
moins grande abondance. Le glycogéne se
répartit dans les vacuoles distinctes.

La division du noyau s’effectue, soit par
l amilose lypique, soit par un partage transversal
du chromoblaste, analogue & celui que nous

| avons déerit chez les moisissures.

r Les phénomenes de sporulation s’accomplis-
| sent de la méme maniére que chez le S. cere-
pisice et commencent toujours par une vacuoli-
sation du protoplasme suivie d’une dissolution
des corpuscules mélachromatiques dans I'inté-

rieur des vacuoles qui les renferment.

e I e Ny
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CHAPITRE V

Saccharomyces Ludwigii (Hansen)

Cette espéce fut rencontrée par Ludwig avec
un certain nombre de microorganismes dans les
suintements muqueux de chénes vivants et
d’autres arbres. Elle fut considérée par cet
observateur comme une forme levure de
I'Oidium Magniusii, qu’il avait découvert sur
les mémes produits.

Hansen réussit a l'isoler et & démontrer son
indépendance de I'O. Magniusii.

Les cellules du S. Ludwigii sont trés variables
de dimensions et de formes; elles peuvent étre
elliptiques, allongées, en forme de bouteille ou
méme de citron.

Les spores se forment tres facilement et méme
dans les voiles. Elles sont d’ordinaire au nombre
de 2 a 4 par cellule, parfois de 6 a 8. Elles pos-
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sédent un diameétre variant de 3 a 4 v. Leur
germination présente un caractere spécial que
nous étudierons dans la suite.

Hansen a signalé dans cette méme espéce un
caractere curieux que nous retrouvons d’une
maniére plus accusée encore chez les Schizo-
saccharomyeces : dans une série de cultures de
cette espece, il est arrivé a séparer des cellules
quifournissentfacilementdessporesde cellesqui
n’en donnent pas et a isoler deux variétés :
I’une conserve sa facilité a fournir des spores ;
I’autre la perd et ne la retrouve pas méme lors-
qu'on la reporte dans les conditions les plus
favorables a la formation des spores.

La variété asporogéne posséde des cellules
tres allongées, formant des rudiments de mycé-
lium ayant une certaine ressemblance avec un

Oidium,

[. — STRUCTURE ET DEVELOPPEMENT VEGETATIF

Cultivé dans le liquide Mayer, le S. Ludwigii
présente un protop]asme homogene et un cer-
tain nombre de petites vacuoles, placées au
centre de la cellule, qui quelquefois se multi-
plient, augmentent leur volume, et donnent au
protoplasme un aspect alvéolaire. Mais dans la
plupart des cas, elles se fusionnent treés vite
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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 trés variables : ils
sont d’abord trés petits et trés nombreux, et pré-
sentent par leur ensemble I'aspect d’un fin réti-
culum ; danslasuiteils sefusionnentpourformer
de grosses sphérules (P1. XI, fig. de 15 & 21).

LLe noyau se différencie difficilement. Il est
ordinairement assez petit par rapport a la
cellule et se montre sous I'aspect d’une masse
sphérique et homogéne, d’environ 1 » de dia-
metre, située soit au centre, soit sur un coté de
la cellule, et souvent proche de la vacuole.
Rarement on apercoit les détails de sa struc-
ture. Cependant on réussit quelquefois & mettre
en ¢vidence un chromoblaste, un nucléohyalo-
plasme incolore et une membrane délimilante.

Ce noyau est toujours unique dans chaque
cellule, méme dans les voiles,

Le bourgeonnement s’effectue par un mode
un peu différent de celui des autres levures; la
cellule meére émet & P'une de ses extrémités
une proéminence assez large, qui grossit et
qui ayant acquis un certain développement, se
sépare du reste de la cellule par un léger étran-
glement et par la formation d’une cloison sépa-
ratrice. Il y a la, comme Ia fait remarquer
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Schicenning, un mode de division intermédiaire
entre le bourgeonnement typique des levures
ordinaires et le cloisonnement des Schizosac-
charomyces. En dehors de cette distinction
morphologique, les phénoménes histologiques
ne différent pas de ceux qu’on observe dansle
bourgeonnement ordinaire des Saccharomyces.
Une partie de la vacuole pénétre dans le bour-
geon avec un certain nombre de corpuscules
métachromatiques et la vacuole se sépare ensuite
de la cellule mére. LLe noyau accompagne ou
suit ce phénomeéne. Sa division se produit
indifféremment selon les deux modes que nous
avons rencontrés jusqu’ici: tantot il s’allonge,
introduit 'une de ses extrémités dans le jeune
bourgeon, s’étrangle et se coupe a son milieu,
se séparant ainsi en deux portions dont 'une
devient le noyau de la cellule fille ; tantotil se
scinde transversalement en deux moitiés ayant
quelquefois la forme de demi-disques, entourés
d’abord d’une méme gaine nucléoplasmique qui
se sépare ensuite (P1. IV, fig. de 444 47 et P1.1X,
fig. de 12 & 14). Seules les meilleures prépara-
tions 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’aprés eux une cinese rudimentaire.
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I1 est probable que ces auteurs ont observé i

la fois la division du noyau et celle de la

racuole’; cette derniére, en effet, donne lieu,
lorsque les corpuscules métachromatiques sont
colorés, a des figures qui rappellent un peu la
karyokinése; ils auraient donc confondu ces
deux phénomenes.

Au cours du développement on voit naitre
dans le protoplasme un certain nombre de
vacuoles ou vient se localiser le glycogene,
Jusqu’alors disséminé dans le protoplasme sous
forme de petites taches. Le plus souvent, il se
forme deux vacuoles occupant les deux poles
de la cellule.

A cet état, la cellule est done constituée
d’une vacuole centrale a corpuscules méta-
chromatiques, d’un noyau presque toujours en
contact avec cette vacuole et de deux vacuoles
glrecogéniques souvent trés grosses situées
aux deux extrémités de la eellule. Nulle part
ailleurs, cette localisation du glycogéne et
des corpuscules métachromatiques dans des
vacuoles distinctes ne s’observe aussi bien:
elle parait tenir a une spécialisation dans les
fonctions physiologiques du protoplasme. Tou-
tefois, lorsque le glycogéne est trés abondant
dans les cellules, il peut en pénétrer un peu
dans lavacuole centrale, mais dans ce cas il n’y

existe jamais qu’en treés faible quantité et ordi-
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nairement sous forme de petits granules. A
I'état frais la vacuole centrale se distingue trés
nettement par sa forte réfringence, tandis que
les vacuoles glycogéniques faiblement réfrin-
gentes s’apercoivent plus diflicilement. Les
matiéres colorantes (hématoxyline de Heiden-
hain,hémalun, violet de gentiane,bleu de méthy-
léne, vert de méthyl) laissent lavacuole centrale
absolument incolore, alors que les vacuoles
polaires prennent une teinte diffuse avec par-
fois quelques petites granulations faiblement
colorées, analogues a celles que nous avons
signalées a propos du §. cerepisice.

Les doubles colorations au vert de méthyle
et a I'iodo-iodure de potassium donnent de tres
bonnes préparations (P1. XI, fig. 22 et 23).

Cette conformation qui est la plus ordinaire
est cependant sujette & quelques variations.
C’est ainsi qu’il ne se forme quelquelois qu’une
seule vacuole & I'un des poles de la cellule. Dans
le cas o la cellule a une forme presque sphé-
rique, il peut naitre une ou plusieurs vacuoles
glycogéniques a un endroit quelconque.
Lorsque le glycogéne est en trés grande quan-
tité, les deux vacuoles polaires sont capables de
prendre des dimensions considérables etles va-
cuoles a corpuscules métachromatiques se trou-
vent alors trés réduites, comprimées de part et
d’autre par ces deux vacuoles glycogéniques.
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Parfois aussi dans les cellules agées toutes
ces vacuoles se fusionnent pour constituer une
unique vacuole occupant toute la cellule, conte-
nant un peu de glvcogéne et quelques corpus-
cules métachromatiques localisés tout autour de
la vacuole. C’est généralement ce quise produit,
en méme temps que le protoplasme se trans-
forme en globules d’huile, lorsque les cellules
commencent a entrer en dégénérescence.

Souvent enfin les corpuscules métachroma-
tiques au lieu de se localiser uniquement dans
une vacuole centrale, peuventnaitre a différents
endroits de la cellule et notamment aux deux
poles et on voit parfois des vacuoles renfermant
ces corpuscules alterner avec des vacuoles a
clycogeéne. Cela s’observe surtout dans les
cellules trés allongées et dans les voiles. D’ail-
leursil est inutile d’insister plus longtemps sur
ces variations purement accidentelles et qui
n’ontaucune importance (1)(P1. X1, fig. 17 et o1).

Cette structure se conserve généralement pen-
dant trés longtemps et contrairement a ce qu’on
observe chez le S. cerevisice, le glycogeéne parait
subsister souvent méme apres la fermentation.

(1) Ducravx (Traité de Microb.. t. 1. p. 132 et t. 111,
p. 125) attribue les différents aspeets que montre le proto-
plasme des levures a des phénomenes de plasmolyses tem-
poraires. Ce seraient des phénomenes de coagulation qui

conduiraient a des figures diverses suivant les circons-

tances. 11 serait dillicile d’'en faire des détails anatomiques.;
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II. — SroruLATION

Le S. Ludwigii offre une trés grande facilité
pour I’étude histologique dela sporulation, soit
par les dimensions relativement grandes de ses
cellules, soit par la disposition de ses spores ;
celles-ci, au lieu de naitre dans un méme endroit
de la cellule, se forment presque toujours a ses
deux poles et permettent de se rendre mieux
compte de leur mode de formation.

Les spores se produisent trés facilement dans
les cultures sur tranches de carotte. L.a multi-
plication y est d’abord assez abondante et la
sporulation commence au bout de deux a trois
jours. Le développement y suit une marche
semblable & celle que nous venons d’observer
dans le liquide Mayer.

Phénomenes protoplasmiques. — La levure,
primitivement formée d’un protoplasme homo-
géne avec une vacuole centrale renfermant un
certain nombre de corpuscules métachroma-
tiques, se remplit peu a peu de glycogeéne qui
se localise dans l'intérieur de deux vacuoles
polaires (Pl. XI, fig. 24). C’est a ce stade qu’on
observe le début des phénomenes protoplas-
miques, qui précedent la sporulation. Le noyaun
reste unique et il n’existe pas de conjugaison

nucléaire. Les corpuscules métachromatiques et
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le glycogéne devienneut trés abondants et les

vacuoles se divisent en un trés grand nombre de
plus petites, mais le contenu ne se modifie pas;
il existe toujours deux catégories de vacuales,
les unes contenant des corpuscules métachro-
matiques, les autres é¢tant imprégnées de glyco-

5

géne. Les premiéres sont au nombre de cing a
six, quelquefois plus; elles sont ordinairement
disposées au milieu de la cellule, quelquefois a
I'une de ses extrémités, rarement elles consti-
tuent plusieurs groupes disséminés a certains
endroits de la cellule. Les vacuoles glycogé-
niques restent localisées aux deux poles de la
cellule.

Le noyau est toujours en contact avec les
vacuoles & corpuscules métachromatiques dont
I’'ensemble représente sans doute les granula-
tions signalées par Wager autour du noyau, au
début de la sporulation ; rarement il oceupe le
centre de la cellule et se trouve entouré par les
racuoles, qui parfois empéchent de le distin-
guer ; mais le plus souvent, il est sur 'un des
cotés, accolé a la membrane.

Les vacuoles centrales sont d’abord remplies
d’une quantité considérable de corpuscules
métachromatiques réunis ies uns a coté des
autres, débordant quelquefois sur le proto-
plasme, et masquant le contour du réseau trés
fin qui les entoure. Les vacuoles glycogéniques
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sont de leur coté tres mal délimitées, remplies
d’un contenu qui prend vis-a-vis des colorants
une teinte diffuse un peu plus claire seulement
que le protoplasme qui les entoure. L’interpré-
tation de cette structure n’est pas toujours
facile ; néanmoins on s’en rend trés distincte-
ment compte lorsqu’on colore soit au bleu de
méthylene, ou & I’hémalun, et qu'on lave trés
longtemps de fagon & décolorer en partie les
corpuscules métachromatiques : on distingue
dans ces conditions une trés grande quantité de
petites vacuoles de formes a peu preés régu-
licres, alvéolaires, limitées par des mailles
protoplasmiques tres fines.

Il existe donc & ce moment une structure
d’aspect alpéolaire, présentant d’une part des
vacuoles a corpuscules métachromatiques loca-
lisées au centre, et d’autre part des vacuoles a
glycogéne.On ne peut moins faire 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 corpusculesmétachromatiquesetune
zone corticale également alvéolaire, mais ordi-
nairement dépourvue de corpuscules métachro-
matiques (Zacharias, Palla, Nadson, Biitschli).

Dissolution des corpuscules métachroma-
tigues. — On' assiste, a un stade un peu plus
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avancé, a des phénomeénes de dissolution des
corpuscules métachromatiques analogues a ceux
quenous avons constatés chez les levures précé-
demment étudiées et qui expliquent que Wager
aitdécritunedisparition de ses grains de chroma-
line quiselon lui étaientabsorbés parlenucléole.

La plupart de ces corpuscules métachroma-
tiques diminuent de taille et de nombre et
n’apparaissent plus gucre que sous forme de
trés petites ponctuations, surtout localisées a la
périphérie des vacuoles, tandis que toutes les
vacuoles quiles renfermaient se colorent unifor-
mément en rouge clair avec les matiéres colo-
rantes qui donnaient a ces corps leur couleur
spécifique. Dans ancune levure, cette dissolu-
tion n’est aussi caractéristique, et il est particu-
licrement intéressant de retrouver toujours ce
méme phénomene précédant la formation, des
spores dans toutes les levures que nous avons
étudiées. Il y a done beaucoup de raisons pour
penser que la substance ainsi dissoute est
absorbée en méme temps quele glycogeéne, avec
lequel elle est toujours associée, et sert pour la
construction des spores. La planche XI, fig. de
25 a 26 etla planche XII, fig. de 1 & 25 montrent
tous les stades de dissolution de ces corpuscules
métachromatiques qui ont 6été suivis tres
soigneusement et colorés avec le bleu de méthy-
lene.

SCD Lyon 1




L
— 145 —

Phénomeénes 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 mnoyau se diflérencie trés visiblement,
méme avec le bleu de méthylene (PL. XI, fig. de
25 a 42). Il conserve sa position soit centrale
soit périphérique et posséde toujours sa forme
sphérique et homogeéne, mais il ne tarde pas
a s’entourer d’une zone protoplasmique a con-
tour plus ou moins irrégulier, destinée a former
les spores et que nous pouvons appeler plasme
sporogene.

Cette condensation parait 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
deviénnent alors trés ténues et il est souvent
diflicile de les apercevoir. A l’état frais, la
cellule ne montre qu'un énorme espace hyalin
et un ilot protoplasmique placé sur un des
cotés de la cellule et qui représente le noyau
et la condensation du protoplasme. On ne
distingue jamais le réseau protoplasmique et
lon s’explique ainsi les observations de
Zalewsky. Cet auteur ayant suivi en gouttelette
pendante le processus de la sporulation chez le
S. ellipsoideus, remarquait d’abord une vacuo-
lisation du protoplasme et ensuite une fusion
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des vacuoles formant une unique vacuole‘cen-
trale, qui occupait toute la cellule; le ‘proto-
plasme, réduit a une mince couche pariétale,
s’épaississait a certains endroits pour donner
naissance aux spores.

Divisions nucléaires. — Clest a ce stade que
commence la premiere division nucléaire. l.e
noyau se trouve donc au milieu de la cellule ou
plus fréquemment appuyé contré un coté de la
membrane et se montre comme une masse
sphérique, entourée d’une zone de protoplasme
possédant une vive affinité pour les <colo-
rants.

Pour étudier cette division qui, présente de
sérieuses diflicultés d’observation, nous avons
eéssay¢ un tres grand nombre de procédés,
sans parvenir a en trouver un seul qui puisse
nous renseigner sullisamment sur le mode
suivant lequel elle s’accomplit. Les méthodes
a la nigrosine et au carmin ou au violet de
gentiane employées par Wager nous ont fourni
des résultats intéressants, mais nous avons
obtenu de meilleures préparations avec I’héma-
toxyline de Heidenhain, I’hémalun et le bleu
de méthylene ou le bleu polychrome, les
deux premiers s’employaient aprés fixation a
I'acide picrique, les deux autres, permettant
d’observer a la fois le noyau et les corpuscules
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métachromatiques, étaient utilisés sur des
cellules fixées a 'alcool a g5°.

L.e noyau commence par se diviser en deux
masses plus ou moins réguliéres, trés colorées
et entourées d’'une méme zone de plasme
sporogéne. A un stade ultérieur, on voit les
deux noyaux ainsi formés et toujours réunis
par du plasme sporogene s’éloigner et émigrer
dans un endroit variable de la cellule. Le plus
souvent ils se dirigent aux deux péles, en par-
courant la cellule soit en oblique, soit en lon-
gueur s’ils sont primitivement placés au centre,
ou souvent aussi en restant accolés & la mem-
brane et en suivant son contour (Pl. V, fig. de
14 a 33).

On distingue donc deux noyaux occupant
chacun I'un des poles, entourés d’une zone de
plasme sporogéne a contours irréguliers et
réunis I'un & P'autre par un mince filet de ce
méme plasme. Arrivés a ces deux extrémités de
la cellule, les deux noyaux recommencent aus-
sitot a se diviser et 'on voit alors a chaque pole
deux masses nucléaires entourées de plasme spo-
rogene, d’abord trés rapprochées 'une de 'autre
et qui ensuite s’écartent légérement; c¢’est & ce
nombre que s’arréte ordinairement la division,
le chiffre typique des spores étant de quatre.
Aussitot aprés apparaissent les premicres
ébauches des spores. Ce type de division est le

GUILLIERMOND o5
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plus général; il existe cependant quelques
rariations. Trés souvent le noyau aceolé a Pun
des cotés de la membrane donne en se divisant
deux noyaux fils, dont I'un conserve sa position
primitive et dont Tautre traverse la cellule
pour se placer a I'extrémité opposée, et c’est
alors sur ces deux extrémités latérales que
s’effectue la seconde division et la naissance des
spores. lixceptionnellement les trois divisions
s‘accomplissent sur place et comme dans les
leyures précédemment étudiées, les quatre
noyaux lils peuvent rester trés prés l'un de
Iautre entourés d’'une méme gaine de plasme
sporogene (PL.V, fig.27);les spores se produisent
ainsi sur un méme coté de la cellule et dans un
espace tres resserré. On ne remarque que tres
arement des figures de la seconde division se
croisant, comme les a décrites Wager.

Dans les préparations colorées au bleu de
méthyleéne ou au bleu polychrome, les mailles
du protoplasme limitant les vacuoles appa-
aissent trés fines avee une teinte bleu pale;
le plasme sporogene forme au début de la
division une masse irréguli¢re, accolée a la
membrane et reliée aux mailles protoplas-
miques sur son c¢oté libre par de fins trabécules ;
il est treés coloré et se détache nettement dn
reste de la cellule. Le noyau s’apercoit assez
confusément comme une masse un peu plus
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fortement teinte. Tout autour du plasme spo-
rogéne et du noyau, les vacuoles prennent une
teinte uniformément rouge avec quelques cor-
puscules métachromatiques colorés en rouge
intense ou yiolet. Plus tard on remarque a cha-
que extrémité de la cellule une zone de plasme
sporogene contenant 'une et 'autre un noyau
et réunies par un mince flilet protoplasmique,
le tout coloré en bleu sombre; quelques corpus-
cules métachromatiques sont adhérents aux
deux masses de plasme sporogene et quelquelois
au trabécule qui les unit (P1. XI, fig. de 43 a
46 et PL. XI1I, fig. de 1 a 4). Lorsqu’on examine
les cellules & I'état frais, on observe, en effet,
une cellule d’aspect vacuolaire, hyaline, conte-
nant a ses deux poles deux masses plasmiques
peu visibles et réunies par un trait d’'union mais
entourées de granules réfringents, ce qui avait
fait penser a 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 aper-
cevoir deux noyaux tres rapprochés l'un de
Pautre et provenant de la deuxieme division.
Les colorations au violet de gentiane et a

I’hémalun donnent des résultats tres sem-

SCD Lyon 1




— e —

blables. Cependant I’hémalun a Pavantage de
I 8

colorer plus distinctement les mailles du proto-
plasme limitant les vacuoles et donne parfois
de tres belles structures. alvéolaires (Pl. V,
fig. de 37 a 41).

Avec I’hématoxyline de Heidenhain, tout
I’'ensemble de la cellule reste & peu prés inco-
lore, on distingue seulemeént ¢a et la quelques
fragments des mailles protoplasmiques, mais
le plasme sporogéne se colore intensivement et
d'une maniére uniforme (PL. IV, fig. de 48 a 5o
et Pl. V, fig: de 1 & 13). Ge n’est que lorsqu’on
a soumis les préparations a une longue décole-
ation & Palun de fer que l'on apercoit les
noyaux (Pl. V, fig. de 14 a 33). Le plasme
sporogene prend alors une teinte grise et les
noyaux se¢ colorent en noir intense et se distin-
guent mieux qu’avec tous les autres colorants.

Les figures que nous représentons s’écartent
un peu de celles de Bouin qui parait n’avoir vu
qu'une partie du phénomene. Elles ressemblent
beaucoup, au contraire, a celles des aufres
observateurs (Buscalioni, Janssens et Leblane,
Wager). Ces auteurs envisagent tout len-
semble de ce que nous avons désigné sous le
nom de plasme sporogéne comme constituant
une figure de division nucléaire.

Buscalioni y voit un mode de division
rappelant par certains cotés la karyokinése.
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Janssens et Leblanc précisent davantage et
décrivent une karyokinese avee deux masses
chromatiques (les deux masses polaires. du
plasme sporogéne) dont on ne distingue pas
les echromosomes, réunies par un fuseau achro-
matique avec parfois une plaque équatoriale.

Wager admet également I'hypothése d’une
division voisine de la karyokingse avec deux
masses chromatiques reliées par un fuseau
achromatique. Il distingue méme quelquefois
un groupement de' petits granules aux deux
extrémités de la figure: ce seraient les chro-
mosomes.

Notre opinion est ‘un peu différente de celle
de ces auteurs: nous ne pensons pas que 'on
doive rapporter tout ce qui est déerit par eux a
une division nucléaire. Il est extrémement diffi-
cile de se rendre compte de ces phénomenes et
il nous parait impossible d’en donner une inter-
prétation aussi précise. Les figures observées
sont quelquefois volumineuses, de beaucoup
plus grandes que le noyau primitif et dune
dimension surtout exagérée lorsqu’on consi-
dere I'extréme petitesse du noyau des spores
et la petite taille de celles-ci. De plus, il existe
une certaine irrégularité dans le prétendu
fuseau; trés souvent on y distingue des travées
latérales; elles montrent simplement que le
plasme sporogene est toujours en communica-

SCD Lyon 1




— 1D0 —

tion avec les mailles des vacuoles et c’est pro-
bablement ce que Janssens et Leblanc ont
décrit a tort comme une plaque équatoriale.

D’ailleurs il faudrait admettre que le fuseau
achromatique puisse persister pendant la
seconde division et méme apres la formation
des spores, car, ainsi que nous le verrons, les
quatre spores déja formées et enveloppées de
leur membrane restent souvent réunies pf'n(lault
quelque temps par ce trait d'union plasmique ;
souvent aussi cette bride plasmique se brise a
son milieu et les deux groupes de spores posse-
dent chacun une sorte de prolongement dirigé
vers le centre. Néanmoins, on rencontre cer-
tains eas ou le trabécule plasmique qui relie
les deux masses nucléaires présente une appa-
rence de striations et offre un peu Paspect d’un
fuseau achromatique. D’autre part, il existe
certaines figures ou les noyaux ont une forme
irrégulicre et granuleuse qui pourrait peut-étre
bien indiquer une karyokin¢se. On pourrait
done avoir une division indirecte et une partie
de ces figures devrait peut-étre étre considérée
comme inhérente a cette division. Toutelois il
est certain que s’il y a vraiment une karyoki-
nese, il existe en méme temps du plasme sporo-
géne et un fuseau achromatique plus ou moins
confondus dans ces stades.

Ainsi dans cette levure de méme que dans
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toutes les précédentes, on aurait une division
simultanée du noyau et d'une partie condensée
de plasme sporogeéne aggloméré autour du
noyau (uipeut-étre contiendrait aussi un fuseau

1 achromatique. Il est donc impossible de se faire
| une idée exacte du mode suivant lequel s’effec-
I tuent ces divisions nucléaires.

|

| Formation des spores. — Au moment ou
1 vont se former les spores, la cellule est done
traversée dans sa longueur par une fine trainée
de protoplasme, réunissant deux masses de
plasme sporogene situées a chacun des poles et
contenant chacune deux noyaux tres rapprochés
I'un de Pautre. Le trabécule qui unit ces deux
masses subsiste ou il se brise & sa partiemédiane
et les deux lambeaux se réunissent aux deux
masses de plasme sporogéne, et 'on voit bientot
apparaitre les premicres ébauches des spores
par une délimitation d’une petite boule plas-
mique dont le noyau occupe le bord. A
Iopposé il n’y a pas de limite arrétée. Toute la
partie qui se trouve a coté du noyau prend
alors un contour régulier et une teinte beau-
coup plus sombre, le contour de la partie
opposée au noyau présente au contraire un ,
aspect plus ou moins dentelé. C’est peut-étre la

Porigine d’une membrane plasmique trés fine.

LLes ébauches de spores ont ainsi l'aspect de
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calottes: (B, Y, ig. 5.9, 510,01, 19113, 06,
32, 34, 35 et P1. XII, fig. de 5.4 7). Chacune
de ces masses sporogenes prend ensuite un
contour régulier d’un bout a 'autre, devient
sphérique et s’entoure d’une zone hyaline qui
la distingue nettement du reste de la cellule, et
qui marque sans doute le débutde la membrane
cellulosique, car bientot aprés celle-ci apparait
et se substitue a la zone hyaline. Puis on voit
les spores constituées d’un trés petit noyau
sphérique accolé a un des cotés de la membrane,
d’olt partent quelques rayons protoplasmiques.
Les spores d’abord tres petites restent disposées
par paires aux deux poles de la cellule. Elles
sont ‘parfois entourées d’un reste de plasme
sporogéene et les deux groupes de spores restent
souvent réunis pendant quelque temps par le
trabécule plasmique qui reliait le plasme spo-
rogene.

La formation des spores et leur délimitation
pres des noyaux par une zone sombre qui ne se
ferme que tardivement a Iextrémité opposée,
fait que nous avons constaté chez toutes les
levures, et qui n’avait jamais été remarqué,
mérite un intérét particulier, car elle offre des
figures qui pourraient rappeler les dessins
représentés par Harper chez les Ascomyecttes
supérieurs. Cet auteur a déecrit en effet un
kinoplasme, qui en se recourbant autour du

SCD Lyon 1




— 103 —

noyau délimite la spore et I’enveloppe d’une
membrane plasmique; chez les Ascomycétes
de méme que chiez nos levures, la spore unefois
délimitée s’entoure d'une zone hyaline qui pré-
céde la formation de la membrane cellulosique.
Peut-étre existerait-il dans les deux cas des
processus analogues dont la petite taille des
levures ne peérmettrait pas d’apercevoir les
détails.

Les spores grossissent peu a peu en absor-
bant I’épiplasme. Celui-ci se désorganise, les
vacuoles parfois se fusionnent, les brides proto-
plasmiques se résorbentet il ne reste plus qu'un
liquide cellulaire contenant quelques corpus-
cules métachromatiques en suspension dans
un liquide qui se colore uniformément en rouge
pile avee la plupart des mati¢res colorantes,
produit de la dissolution de ces corpuscules et
qui renferme également une grande quantité
de glycogene (P1. XII, fig. de 8 & 25).

e reste des corpuscules métachromatiques
sagglomére autour des spores et forme quel-
quefois méme autour d’elles une sorte de
muraille qui par son irrégularité donne parfois
I'illusion d’'une membrane épineuse.

Avece le bleu polychrome, on obtient quel-
quefois une coloration violette des spores
comme si elles étaient imprégnées du contenu

rouge de I’épiplasme.
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Elles sont attachées par groupes de deux
par une lame protoplasmique qui se contracte
au fur et a mesure que les spores grossissent.
Cette lame parait étre formée du reste du
plasme sporogene, mais elle contient aussi des
corpuscules métachromatiques car elle se colore
souvent en rouge par ’hémalun.

Les spores posseédent dans leur début une
forte colorabilité, qui disparait lorsqu’elles
ont atteint un certain développement. Elles
deviennent alors trés réfringentes et se colo-
rent beaucoup plus diflicilement, cependant
elles continuent toujours a fixer énergique-
ment I’hématoxyline au fer. Doit-on attribuer
la perte du pouvoir de coloration a 'épais-
sissement de la membrane ou & une trans-
formation chimique de la substance proto-
plasmique ? Il semble que les deux causes

puissent entrer en ligne de compte, néanmoins

il paraitrait plutot que cette absence de colora-
tion tienne a un état particulier du proto-
plasme, car le noyau et les corpuscules méta-
chromatiques continuent a se colorer, lorsque
le protoplasme ne fixe plus la couleur; d’autre
part les coupes a la parafline lorsqu’elles sec-
tionnent les spores ne rendent pas plus facile
cette coloration, qui d’ailleurs persiste toujours
avec le procédé d’'Heidenhain. Clest aussi
'explication a laquelle se rallient la plupart des
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observateurs dui ont étudié les bactéries ou
I’on constate des faits analogues.

Une fois mare, la spore est constituée d’un
petit noyau homogéne, accolé a la membrane et
d’un protoplasme rayonnant autour de lui en
délimitant des vacuoles (P1. V, fig. 42).

Les vacuoles renferment du glycogeéne, et
’'on apercoit quelques corpuscules métachro-
matiques placts dans les rayons du proto-
plasme. Ce glycogéne et ces corpuscules
augmentent au fur et & mesure que les spores
grossissent. L’épiplasme parait alors avoir été
presque enti¢rement absorbé et s’il en reste
quelques parties, il se transforme en huile et
reste inutilisé.

LLe nombre des spores est lypiquement de
quatre. Néanmoins il peut varier, soit par réduc-
tion due a lavortement d’un certain nombre
d’éhauches de spores, soit au contraire par
augmentation indéterminée de ce mombre :
¢’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, (ue nous n’‘avions pas
remarquée chez les levures précédentes, et
qui n’avait pas encore été signalée pour cette
levure. Nous retrouverons ce meéme caractere
chez les Schizosaccharomyces. Ces faits, joints

au mode de bourgeonnement du S. Ludwigit
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et & un certain nombre d’aufres caractéres,
¢tablissent done un lien indiscutable entre
cette levure et les Schizosaccharomyces que ’
nous étudierons dans le chapitre suivant.

Résumé. — En résumé, les phénoménes
histologiques de la sporulation suivent la
marche que voici: le protoplasme se vacuolise
complétement, chacune des vacuoles contient
soit du glyeogéne, soit des corpuscules méta-
chromatiques. L’aspect de la cellule rappelle
alors les structures décrites par Biitschli. Le
noyau est toujours en contact avec les vacuoles
a corpuscules métachromatiques. Il est unique
dans chaque cellule et ne subit aucune modifi-
cation avant la division nécessaire pour distri-
buer un noyau a chaque spore. On n’observe
donc jamais les phénoménes de conjugaison
nucléaire signalés par Janssens et Leblanc.

Dans un stade suivant les corpuscules méta-
chromatiques paraissent se dissoudre dans
Uintérieur des pacuoles qui les renfermaient et
qni prennent alors une teinte uniformément
rouge avec un certain nombre de colorants. A
ce moment le noyau placé sur un des c¢otés de
la cellule s’entoure d’une zone de protoplasme
qui se condense autour de lui, et qui constitue
le® plasme sporogene; il se divise en deux
noyaux fils qui émigrent généralement aux

O
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deux poles de la cellule entrainant avec eux
une portion de plasme sporogéne. Les deux
masses de plasme sporogéne, contenant chacune
un noyau et placées aux deux extrémités de la
‘cellul.('., restent souvent reliées 'une a. Pautre
par un mince filet plasmique (fuseau équatorial
de Janssens et Leblanc et de Wager) et dont
une partie représente peut-étre un fuseau équa-
torial.

La seconde division se: produit perpendi-
culairement & I’axe de la cellule et immédiate-
ment apres commencent a naitre les spores par
un procédé curieux que peut-étre pourrait-on
rapprocher de ce qu’a figuré Harper, chez cer-
tains Ascomycetes. La division nucléaire pour-
ait étre une karyokinése, mais nous ne pouvons
dans aucun cas nous en faire une idéc suffisams-
ment précise.

Les spores, d’abord trés petites, grossissent
peu a peu en absorbant I’épiplasme et finissent
par occuper la cellule tout enti¢re. Les cor-
puscules,métachromatiques et leur substance a
I’état de dissolution sont absorbés en totalité par
la spore en méme temps que le glycogéne. Il
parait donc trés vraisemblable que ce sont bien
des maticéres de réserpe au méme titre que le
glycogene.

Les spores contiennent un noyau accolé a la
membrane d’olt partent un certain nombre de
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rayons protoplasmiqués limitant des vacuoles
et qui contiennent quelques corpuscules méta-
chromatiques. Les vacuoles renferment du
glycogéne.

On voit done que dans leur ensemble ces
phénomenes ressemblent par plus d’'un coté a
ce qu'on a décrit chez les Ascomycetes, chez
lesquels se différencie également un plasme
sporogene tres dense (le reste étant vacuolaire),
dans lequel s’effectuent la division nucléaire et
la formation des spores qui parait ressembler
a'ce que nous avons, signalé chez les levures.
[’épiplasme est aussi chargé de glycogeéne et
nous avons observé chez celui de certaines
Pezizes une quantité considérable de corpus-
cules métachromatiques qui évidemment doi-
vent entrer pour une large part dans sa cons-
titution (1). Enfin la tendance que manifeste
le S. Ludwigii a la fixité du nombre des spores
constitue encore un lien de parenté entre cette
forme de reproduction et 'asque typique.

Enfin la maniére dont se comportent les cor-
puscules métachromatiques mérite encore ici
toute notre atiention; elle confirme notre
opinion que ce sont des matitres de réserve.
Déja Raum avait signalé leur importance dans

(1) La présence de corpuscules métachromatiques dans '

Iépiplasme des Ascomycétes n'avait pas été signalée jus-
qu’ici.
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la formation des spores chez les levures et
Ernst chez les bactéries, et un certain nombre
d’auteurs avaient été amendés a les considérer
comme des produits de réserve (Fischer, Lau-
terborn, Matruchot et Molliard).

Bunge a montré, il est vrai, que contraire-
ment a ce que pensait Ernst, les spores nais-
saient en dehors de ces corpuscules qui, au
contraire, subsistaient dans le protoplasme non
employé a la formation de ces spores. Mais,
s’ils n’entrent pas dans le proceés de formation
des spores, au moins peuvent-ils avoir un role
de nutrition et nos observations donnent un

intérét spéeial a ces considérations.

III. — GERMINATION DES SPORES

Hansen a observé dans les spores de
S. Ludwigii,un mode de germination tout a fait
particulier. Tandis que chez les autres levures :
S. cerevisice, S. Pastorianus, S. ellipsoideus,
S. anomalus, les spores bourgeonnent directe-
ment en des points quelconques comme les
cellules végétatives, on remarque au contraire
chez le .S. Ludwigii la formation d’une seule

proéminence s’allongeant en un petit tube ger-
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minatif quiayantatteintune certaine dimension
se cloisonne a sa partie terminale pour donner
de nouvelles cellules. Les spores ne produisent
donc pas immédiatement de nouvelles cellules
comme chez les autres Saccharomyeces, mais
donnent naissance a une formation intermé-
diaire a laquelle Hansen a donné le nom de
promycélium. De plus, les cellules dérivant de
. ce promycélium naissent par formation de cloi-

son transversale et non par bourgeonnement.
En outre, dans la majeure partie des cas, la
formation de ce promyecélium est le résultat de
' la fusion de deux spores. Les spores,le plus
souvent au nombre de quatre dans chaque asque
et disposées par groupes de deux, restent
soudées méme apres la rupture de la paroi de
Pasque, par une sorte de lame plasmique dont

nous avons parlé antérieurement.

Chacune des deux spores ainsi adhérentes
émet une petite proéminence; les deux proémi-
nences ainsi formées ‘se rejoignent, se soudent

I'une a Pautre par résorption de la membrane
séparatrice. et constituent un seul tube germi-
natif qui devient le promycélium.

Hansen a constaté que ces fusions étaient le
cas normal dans. la germination des spores
jeunes et fraiches; au contraire les spores
dgées manifesteraient une tendance a germer

isolément.
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Il compare ces phénomeénes aux pseudo-
conjugaisons observées par Tulasne chez divers
champignons, mais il ne se prononce pas d'une
facon précise sur leur signification biologique.
Cette fusion de deux spores servirait, d’apres
lui, « & 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 a suivre ces phénomeénes
pour nous rendre compte du role 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 méthodes indi-
| quées 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
priort ces fusions ne paraissent pas présenter
les caracteres de phénomenes sexuels, il ettt été
cependant intéressant de rechercher comment
se comportait le noyau.

La germination s’est effectuée d’une manieére
analogue a celle quavait décrite Hansen,
mais chacune des spores germait isolément
et chacune produisait un promyecélium ; tantot

les promycéliums d’un méme groupe de

spores naissaient en sens inverse, quelque-

GUILLIERMOND, 1L
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fois ils se dirigeaient dans le méme plan et en

. sens paralléle, d’autres [ois ils se rapprochaient
I'un de Pautre comme §’ils allaient se rejoindre,
etse croisaient, mais sans jamais se souder l'un
a l'autre. ;

[1 faut done eroire que ces phénomenes de
fusion de spores n’ont pas la généralité que
leur attribue Hansen, & moins que, ce qui est
ln-uba!)l(-:, nous ayons eu affaire & une variété de
cette espece ayant perdu ce caractere (x).

Les phénomenes histologiques de cette ger-
mination ne manifestent aucun intérét spécial.
Les spores gonflées et sur le point de germer
possédent d’ordinaire une vacuole centrale
remplie de corpuscules métachromatiques.

LLe glycogéne au contraire disparait au
moment ou les spores se préparent a germer.

Le noyau se place ordinairement a I’'endroit

Ol :1|.}p{11‘{1|‘.t le prcmi('!' l"ll(l.illl(?lll} du tube geE~

minatif et c’est & ce moment qu’il commence

sa division. Cette division s’effectue par les

(1) Depuis, M. le professeur Hansen a eu I'obligeance de
nous envoyer des cultures de S. Ludwigii. ol nous avons pu
constater la fusion des spores. Les cellules de ces cultures
différaient par quelques détailstde celles que nous avons
étudiées iei. qui nous étaient parvenues de I'Institut Pasteur.
et qui constituent bien une varié¢té unpeu différente de celles
qua étudiées Hansen.

Nous nous proposonsdaillenrs de revenir supe ce sujet dans

une prochaine ¢tude

¢
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procédés habituels, soit par un partage égal du
chromoblaste, soit par étirement et étrangle-
ment médian (PL. 'V, fig. de 43 a 49).

Une partie de la vacuole pénétre en méme
temps que le noyau dans le promycélium avec
uile certaine quantité de corpuscules métachro-
matiques. Ces derniers, comime nous 'avions
déja observé chezle S. cerepisice, ne paraissent

pas étre absorbés durant la germination.
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CHAPITRE VI

Schizosaccharomyces

Les Schizosaccharomyces constituent un
groupe spécial de levures, découvert par
Lindner et vivant surtout dans les pays chauds
(Afrique, Turquie, Asie mineure), se distin-
cuant des autres levures par leur mode de mul-
tiplication qui s’effectue par un allongement et
cloisonnement transversal de la cellule. Ce
groupe, encore peu connu, n’est représent¢ jus-
(qu’a présent que par quatre especes:

Schiz. pombe (Lindner):

Schiz. octosporus (Beyerinek)

Schiz. asporus (1) (Eyckmann) ;

Schiz. mellacei (Joergensen).

(1) Le Sch. asporus ne produit jamais de spores; il res-
semble beaucoup a la variété asporogéne du Sch. pombe
avec laquelle Beyerinck I'identifie. Il ne présente donce pour

nous auncun intérét. aussi le laisserons-nous de coté.
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[. — SCHIZOSACCHAROMYCES OCTOSPORUS

[Le mieux connu de ces Schizaccharomyces
est le Sch. octosporus que Beyerinck a décou-
vert sur un grand nombre de fruits des pays
chauds (raisins de Corinthe venant de la Gréce,
de ’Asie Mineure et de la Turquie, figues de
Smyrne). C’est une levure a 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 tres 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 lixe constituerait,
d’apres cet auteur, un asque typique et ratta-
cherait définitivement les levures aux Asco-
myecetes.

Beyerinek est parvenu a isoler trois races de
cette levure: 1° une race asporogéne qui ne
sporule jamais ; 2° une race mixte, dans laquelle
un certain nombre de cellules sont seuales
capables de produire des asques et 3’ une race
sporogéne dont toutes les cellules forment
ordinairement des spores. Il obtient cette
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derniére par une exposition prolongée des cel-
lules de cette levure & une température de 56°.
Cette température suffit pour tuer les cellules
végétatives et scules les spores résistent. Ces
trois races existent a I’état de mélange dans la
nature.

Schicenning retrouva ensuite le Sech. octospo-
rus 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 commencerons par Pétude de cette
levure : par la facilité avec laquelle elle laisse
suivre le développement de ses spores dans les
races sporogenes, ainsi que par la grosseur de
ses cellules, elle constitue en effet un précieux
objet d’étude qui nous éclairera pour Pobser-
vation des autres Schizosaccharomyces.

Beyerinck a pu constater lexistence d’un
noyau visible a D’état frais, sous forme d’un
granule réfringent et qui semble se diviser au
moment de la formation des spores. Janssens
et Leblanc Pont étudié sommairement dans
leurs recherches cytologiques sur la cellule
des levures: ils relatent simplement Pexis-
tence d’'un noyau qui se diviserait par un
procédé intermédiaire entre la division directe
etla karyokinese.
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Nous avons observé dans cette levure la
présence d'un noyau d’un diametre variant de 1
ar,7p formé d’un chromoblaste central entouré
Qun nucléohyaloplasme incolore (P1. V1, lig. 1,
5, 3 et 4). Dans quelques préparations nous
avons pu apercevoir des traces d’une membrane
délimitante. Ce noyau est placé quelquelois au
centre de la cellule et entouré d’un cercle de
petites vacuoles, mais le plus ordinairement il
se trouve a 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 tres grande
quantité et n’atteignent que de faibles dimen-
sions. On sait,d’autre part, que les observations
de Lindner et Beyerinck ont montré 'absence
du glycogene 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’nne méme gaine de nucléoplasme: puis le
nucléoplasme s’étrangle légerement a sonmilieu
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et donne lieu finalement & la formation d’une
cloison médiane qui délimite deux noyaux
distinets.

2° SPORULATION

Conjugaison. — Les phénomenes - qui pré-
cedent et accompagnent la sporulation ont un
intérét tout particulier.

Schioenning a décrit chez cette leyvure une
Jormation d’asque trés 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 I'une 4 Pautre sans se
séparer complétement, puis se refusionnent et
la cloison tranversale disparait pour former une
unique cellule qui devient la cellule mére de

I'asque. Malheureusement Lauteur n’a pas
observé le noyau et n’a pas pu donner d’inter-
prétation a ce phénomene : il se demande si
Pon doit le considérer comme une simple fusion
de cellules telle qu'on en observe si souvent
chezles champignons ou ’il présente les carac-
téres d’'un véritable acte sexuel.

Hoffmeister a constaté (1), en signalant sim-

(1) Ce travail, d’ailleurs trés court. a paru a I'époque o
nous avions commencé nos recherches et n’est connu de

nous que depuis peu, c’est pourquoi nous n’avons pas pu
Panalyser dans notre historique.
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plement le fait, que les deux cellules destinées
a .se fusionner pour former l'asque contien-
nent chacune une masse homogéne fortement
colorée qu’il considére comme noyau et que la
cellule meére de Pasque n’en renferme qu’un seul.
[1 y aurait done vraisemblablement fusion des
deux noyaux. Mais l'auteur n’ayant pas com-
plété les observations de Schioenning et n’ayant
pas fait d’études approfondies sur le noyau des
levures, la question était done encore loin d’étre
résolue.

Il nous a done¢ paru intéressant de reprendre
cette étude. Nous avons d’abord vérifié les
observations de Schioenning. Pour cela, nous
avons placé quelques cellules d’une race sporo-
gene de Sch. octosporus sur une cellule Van
Tieghem. Nous nous servions comme milieu de
culture de jus de raisin additionné de 8 p. 100
de gélatine, dcs expériences préalables nous
ayant montré ce liquide comme tres favorable
au développement de cette levure et a la pro-
duction des asques. Nous lixions Pobjectil’ 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 dessi-
nant toutes les demi-heures les modifications
qui se produisaient. Ces expériences étaient

faites 1’été et la température du laboratoire
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oscillant entre 25" et 30° était puvl;icl|1ii=r‘f‘nmn'l
favorable au développement de la levure.

En suivant a Paide de ce procédé le dévelop-
pement d’'un groupe de spores, on observe les
phénomenes suivants : le plus souvent la mem-
brane de asque se déchire avant la germination
dessporeset celles-cisetrouventlibres (fig. r, A).
Elles se gonflent, leurs parois s’amincissent :
elles prennent I'aspect de cellules ordinaires.
Généralement chacune d’elles s’allonge, devient
ovale et se cloisonne & son milieu formant ainsi
deux cellules qui sans se séparer immédiate-
ment peuvent subir un certain nombre de divi-
sions transversales (fig. 1, B). Il se forme ainsi
de petits batonnets cloisonnés en cellules dont
quelques-unes. sont capables de s’élargir et de
produire par une cloison longitudinale un
segment latéral, qui peut a son tour s’allonger
et se cloisonner transversalement sans se
séparer de la cellule qui lui a donné naissance
(fig. 1, 1T et 1II). On obtient alors deux baton-
nets cloisonnés qui se tiennent 1'un a l'autre pa¥
une cellule. Dans d’autres cas (tig. 1, III) les
cellules s’allongent peu, se coupent par une
cloison transversale en deux cellules restant
accolées I'une a 'autre qui fournissent chacune
une nouvelle cloison perpendiculaire a la pre-
miére, donnant alors quatre cellules coupées
suivant leurs deux diametres; la division peut
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se continuer, se compliquer et donner naissance

ades colonies d’aspects muriformes.

11
|
‘;‘ E i
% :
)
111
v
Figure 1. Développenent de cellules de race sporogene en cultire sur
cellule Van Tieghem. — I, Germinalion des spores : A, asquei quatre
spores, la paroi n'esl pas complétement dechirée (6 h, du soir); B.
Cloisonnement des spores (9 h. do matin) : [ et 1. Multiplication des

collules. — 1V, Phénomenes de conjugaison et formation des asques

Grossissement environ 700).

Chacune des spores cultivées dans ces con-
ditions ne subit ordinairement qu'un petit
nombre dedivisions et vers le deuxiéme jour, la
multiplication, sans s’arréter complétement, se
-alentit beaucoup; c’est a ce moment que com-

mencent les phénomeénes de f-zpm'ulatinn. Les
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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 a se réunir deux a deux par la formation
d’un canal de communication et an bout de
trois ou quatre jours presque toutes les cellules
se sont transformées en asques (fig. 1, ['V).

Sur les bords des colonies, on trouve toujours
de petits groupes de deux ou trois cellules
isolées, qui permettent de suivre d’une maniére
tres précise la fusion etla formation des spores.
Deux cellules restées accolées 'une a Pautre se
refusionnent (fig. 2, B); cette fusion s’établit

v

° 86308

A i
% heures 10 h. i h. 2 h. 5 h. 6. h.
Fig. 2. — Stades suceessifs de la formalion de 'asque
(entre deux cellules scenrs).

parfois tres simplement comme I'a indiqué
Schioenning par la dissolution de la cloison,
mais le plus souvent, elle s’effectue par un
procédé un peu plus compliqué; chacune des
deux cellules donne naissance a4 une petite pro-
tubérance a I'une de ses extrémités (fig. 2, C):

C
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ces deux protubérances se rejoignent et se
soudent I'nne A Dautre, pendant que les deux
cellules se séparent, formant ainsi un canal
de communication qui relie les deux cel-
lules; 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 i peu ovale (fig. 2, E) et l'on
voit naitre dans 1’espace d’'une demi-heure les
spores; sous forme de petites spheres brillantes,
dont on peut facilement suivre la forma-
tion (fig. 2, F). Trés souvent cependant la
fusion n'est pas compléte et il reste dans la
forme extérieure de Iasque des traces de 'indi-
vidualité des deux cellules, soit qu’il y ait
persistance du canal de copulation, les spores
se formant aux deux extrémités renflées de la
cellule; soit qu’il subsiste un léger rétrécis-
sement médian ou une petite échancrure sur
I'une des parties latérales de la cellule. Ces phé-
nomenes s’ effectuent assez rapidement et nous
avons pu suivre en lespace de vingt-quatre
heures le développement complet d’un asque.

Cette fusion de deux cellules, qui correspond,
comme nous le verrons, & une véritable conju-
gaison isogamique, parait ¢’établir trés souvent
entre deux cellules issues d’une méme biparti-
tion : les deux gamétes sont donc freéres. Cela

s’observe trés nettement lorsque l'on examine
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un tres petit groupe de cellules dont on a pu
suivre exactement le cloisonnement: méme il
peut se faire que I'une des cellules d’une colonie
s’isole, se cloisonne une seule fois et que la con-
jugaison s’effectue entre les deux éléments ainsi
formés, ce qui permet d’apporterune trés grande
précision dans cette étude (lig. 2).

Mais il ne faudrait pas considérer comme
nécessaire que les deux gametes soient freres.

Bien souvent en effet dans une file de cellules

[ 10 h. (matin}

It * 1 h. (soir)

111 3 h. (soir)

8§ h. (matin)
Figure 3. — Formation des ascues suivie en cullure sur cellule Van
Tieghem, — 1, 11, 111, IV, stades successifs de la conjugaison el de la
formation des spores.
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ou dans une colonie abondante, il esl impuséible
de définir la parenté qui relie les deux gametes
(lig. 3). En outre, on est parfois certain de
n’avoir pas alfaire & deux gametes provenant
d’une méme bipartition. Clest ainsi que l'on
constate parfois une division d’un seul ou
meéme des deux gametes avant la résorption de
la cloison s-u'-.!mi'ul.i*iuv du canal de copulation :
alors les deux gametes séparés par une géné-
ration ont perdu leur caractere de freéres
(ig. 4. B).

P

S

B

Figure 4. — A, Asques apoganes. — B, Fusion se produisant entre deux

collules ne provenant pas de la méne senératioh par suite du

cloigonnement de une Celles.

Enfin dans certaines cultures ayant une ten-
dance a4 devenir asporogénes, on verra que les
asques naissent ordinairement de la fusion. de
deux cellules de parenté plus ou moins éloi-
gnée.

1 peut exister un certain nombre d’anoma-
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lies'dans ces phénomenes de conjugaison. On
observe tres exceptionnellement des cellules
capables de sporuler sans avoir préalablement
subi cette fusion, mais il existe quelques cas
plus fréquents ot les deux gametes étant sur le
point de s’unir donnent lieu chacun i la
formation de quatre spores sans que la paroi de
séparation se résorbe (tig.4, A).Ces phénomeénes
d’apogamie sont a rapprocher de ceux qu’on a
observés chez les Mucorinées (Van Tieghem et
Le Monnier, Léger) ou I'un des gamétes dégé-
nere tandis que l'autre produit un ceuf parthé-
nogénétique. De méme chez le Mesocarpus on
rencontre parfois deux cellules en voie de s™unir
qui forment chacune isolément un ceuf.

Dans certains cas exceptionnels, ayant
observé deux cellules jointes déja par leur
canal de copulation, nous avons vu l'une
d’elles émettre une nouvelle protubérance qui
s‘unissait aveec une protubérance semblable
¢mise par une cellule voisine. De la sorte,
asque était le résultat de la fusion des trois
cellules ; il prenait alors des formes trés irré-
guliéres. Ce phénomene, d’ailleurs trés rare, se
rencontre aussi a I’état d’anomalie chez certaines
algues.

Nous avons constaté en outre des phéno-
menes trés curieux que nous attribuons i la

tendance que les cellules de race sporogene
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placées dans decertaines conditions manifestent
a se transformer en. race asporogéne. Nous
avons en elfet remarqué que presque toutes les
cellules cultivées dans les milieux liguides (jus
de raisin, jus de carotte) devenaient trés rapi-
dement "asporogénes (1) et au bout d’une
huitaine de jours aprés l'ensemencement sur
gouttelette pendante, la culture était remplie
d’un trés grand nombre de cellules végétatives
qui formaient de petites colonies isolées les
unes des autres et ne contenant que quelques
asques exceptionnels. On observait quelque-
fois dans ces conditions deux cellules d’une
meéme colonie, mais isolées 'une de 'autre par
quelques cellules intermédiaires, n’étant pas
par conséquent de parenté immédiate, qui for-
maient’ chacune une protubérance. Les deux
protubérances s’allongeaient, se rapprochaient
I'une de l'autre, se rencontraient quelquefois,
ou se croisaient: Dans quelques cas elles arri-
vaient a se lusionner et a produire un asque.
Mais la plupart du temps leurs tentatives de
fusion échouaient et les deux cellules et leurs
protubérances aboutissaient a un ¢loisonne-
ment, devenant ainsi le siege d’'une abondante
multiplication (lig. 5, I, 111, IV et V).

(1) Beyerinck a constaté que les races sporogeénes culli-
vées dans les laboratoires se ll':lll.Hiiil'lll}.liltllt a la longue en
race asporogene,

GUILLIERMOND,
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F -"._fl,frH‘f' 5. — Essai de conjugaison areété dans son développemenl el suivi

de eloisonnement des deux cellules qui se préparaient & s'unir. — Le

développement de ces cellules a élé suivicheare par heure. I : A, 11 h.

{malin): B, 1 . (soir); G, 2 h, (soir); D, 6 h, (soirj; i, &0, (matin). — IL, 111,
IV, V : Cellules manifestant une tendance i devenir asporogenes

(Essais de conjugaison entre cellules ¢loignées les unes des aufres).
VI, Fusion s’effectuant entre deux cellules nappartenant pas i une
méme colonie.

Quelquefois, on pouvait remarquer le méme
phénoméne entre deux cellules provenant
de deux colonies différentes, voisines 1'une
de Vautre (fig. 5, \'l'). Enfin dans beaucoup de
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cag, certaines cellules d’une méme colonie
c¢taient capables d’émetire des protubérances
qui, trés éloignées les unes des autres, se diri-
geaient dans un sens quelconque sans jamais
s¢ rencontrer, puis finissaient par se cloison-
ner, ressemblant a des’ tubes de germination
(lig. 5, V).

Ces formations singuli¢res, qui n’apparais-
saientqu'au moment ot les individus devenaient
asporogenes, 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 con-
serveraient leurs propriéiés sporogénes, 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 1’éloi-
gnement qui les sépare. Il semble done exister
au momentou la race devient asporogéne une
série d'essais de conjugaison presque toujours
infructueux, qui se manifestent par I’apparition
de formes bizarres.

Dans les milieux insuflisants & alimentation
du champignon, on observait également des
cellules sur le point de se conjuguer, mais
entravées dans leur développement; on voyait
souvent deux gametes fréres réunis par leur
canal de copulation, se cloisonnant chacun et
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renoncant i leur fusion (fig. 5, I. A, B, G, D, E).
Dansg quelques cas 'un d’eux entrait en dégé-
nérescence et lautre s’arrondissait, prenait
I’'aspect d’une cellule végétative et se cloison-

nait. Cela se rencontrait fréquemment dans les
cultures sur goutteletles pendantes dans les
cellules retardataires qui se conjuguaient au
moment ot le phénomeéne élait déja accompli
chez la plupart des autres et ou les conditions

du milieu devenaient défavorables.

Fusion des noyaux. — [tudions maintenant
ce qui se passe a Iintérieur de la cellule. Les
deux cellules destinées a s’unir pour former la
cellule mere de asque possedent chacune une
grosse vacuole avec quelques corpuscules méta-
chromatiques et un noyau le plus souvent placé s B
tout pres de la cloison sialaall'ntl*im_* ou a la pointe
de la petite protubérance par ou va se produire
la fusion. Dans le cas ou il y a formation d’un ;
canal de copulation tres distincet, 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 .
A leur place primitive et le canal de copula- |
tion est rempli d'un protoplasme tres dense: '
il se produit 1, sans doute, un mé¢lange du pro- |

toplasme des deux gametes apres la résorption
de la cloison séparatrice (PL. VI, fig. de fa 11).
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Au moment ou la membrane disparait, les
deux noyaux se fusionnent et I’on trouve une
série de stades ou les deux cellules sont unies
paruncanal obstrué a son milieu parune cloison,
les deux noyaux étant an voisinage de celle-ci,
et d’autres stades dans lesquels la cloison s’est
résorbée et ot 'on ne remarque plus qu’un seul
noyau (P1. VI, fig. de 12 & 16). Il y existe done
manifestement une fusion des deux noyaux;
dans quelques: cas méme on rencontre des cel-
lules 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, fig. 17).
Cependant on n’observe ordinairement aucune
différence de dimension entre les noyaux pri-
mitifs 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 mnoyau ne permette pas
d’apprécier de différences de volume (PL. VI,
fig. de 18 &4 26). Dans les cas ot il existe des
traces de I'individualité des deux cellules par
persistance du canal dé communicalion, on ne
peut distinguer les stades oli, la cloison étant
dissoute, les noyaux se préparent a se fusion-
ner, de ceux dans lesquels s’effectue la pre-
miére division de ce noyau.

Il y a presque toujours une égalité complete
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entre les deux éléments-qui s’unissent; cepen-

dant il arrive parfois que l'un des noyaux
reste dans la cellule a sa position primitive et
que le noyau de la cellule voisine soit obligé

‘ d’aller & sa recherche et I’on observe quelques
cas ou la fusion nucléaire ne se fait pas exacte- '
ment au milien du canal, ou méme s’accomplit
dans 1'un des gametes (P1. VI, fig. 292). I1 peut
se faire également que les deux gamétes soient
de dimensionsinégales par suite d’un moindre
développement de 'un d’entre eux: mais ce ne
sont que des ‘cas absolument accidentels, qui
ne témoignent d’aucune différenciation sexuelle

(P1. VI, fig. o4).

Divisions nucléaires. — Le noyau provenant
de la fusion des deux noyaux primitifs ne tarde
pas a se diviser en deux autres qui vont a
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 méme mode que dans les cellules
vegétatives (Pl. VI, fig. de 274 33). Le pro-
toplasme contient peu de produits différen-
ciés: il est ordinairement homogéne et trans-
parent 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
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spores nous ont paru les plus nettes et les
plus faciles a étudier.

Pendant ce temps le protoplasme a subi un
certain nombre de modifications. Les deux
racuoles provenant des deux gameétes restent
aux deux poéles de la cellule traversée par quel-
ques. fines travées protoplasmiques, laissant
entre elles une portion de protoplasme tres
dense qui ne tarde pas & se creuser par un cer-
tain nombre de petites vacuoles; de la sorte
le protoplasme prend P’aspect vacuolaire que
nous avons trouvé chez toutes les levures au
moment de la formation des spores, mais d’une
facon moins nette ct avec persistance de deux
grosses vacuoles polaires.

Les corpuscules métachromatiques. qui sont
d’ailleurs en assez petit nombre au cours de
Pévolution des cellules végétatives, semblent
disparaitre en partie au moment de la fusion,
de telle sorte qu’il n’en reste que fort peu dans
Iépiplasme. Il n’existe d’autre part aucune

trace de glycogeéne.

Formation des spores. — Les noyaux se
disséminent ordinairement dans le protoplasme
médian ou dans deux poles de la cellule et c’est
dans ces parties qu’apparaissent les spores. Le
protoplasme s’agglomére autour des noyaux et
peu a peu les spores se dessinent par un procédé
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qui parait un peu différent de celui que nous
avons décrit chez les autres levures. Elles
se forment beaucoup plus simplement par une
condensation du protoplasme qui peu a peu se
réecouvre d’'nne membrane trés mince, sans
jamais présenter les formes en calotte que nous
avons constatées ailleurs (P1. VI, fig. 34 et 35).

Les spores une fois formées. cette membrane
s’épaissit et sa partie externe se colore inten-
sivement en bleu par les réactifs iodés. Beye-
rinck et Lindner ont déja attiré 'attention sur
ce point. Ce dernier attribue cette réaction a
une imprégnation de granulose sur la mem-
brane. Cette imprégnation est analogue a celle
que 'on a souvent observée a différentes par-
ties des asques des Ascomyecetes supérieurs.
Elle compense évidemment I’absence du glyco-
géne 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 un noyau et un pro-
toplasme rayonnant avec quelques corpuscules
métachromatiques, comme chez les levures que
nous avons précédemment étudiées (Pl. VI,
fig. 36, 37 et 38).

l.e nombre des spores est {ypiquement de
huit; lorsque les deux cellules wunies ont
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conservé des traces de leur individualité, les
spores se forment par groupes de quatre aux
deux extrémités renflées de l'asque: mais ce
nombre de huit est loin d’atteindre la cons-
tance que luiattribue Beyerinck. Déja Schioen-
ning avait signalé sa variabilité: il oscille
entre un et huit; trés souvent on constate
une. réduction de ce nombre a quatre. Les
chiffres les plus fréquents sont donc quatre et
huit, ce dernier devant étre considéré comme
typique, et 'on observe ici, plus encore que
chez le Saccharomy-ces Ludwigii, une véritable
tendance a la fixité du nombre des spores :
tandis que chez le S. Ludwigii le nombre
caractéristique était de quatre, chez le Sch. octo-
sporas il s’¢1eve a huit (P1. VI, fig. 36, 37 et 38).

Conclusions. — 11 ressort done de nos
observations qu’il existe dans le Sch. octo-
sporus une eéritable conjugaison qui précéde
la formation de l'asque, et 'on est autorisé a
considérer ce phénomeéne au méme titre que
le cas du Mesocarpus comme un des exemples
les mieux caractérisés d’isogamie et a donner
a la cellule meére de I'asque la valeur d'une
sygospore. Cette isogamie mnous offre ici le
caractére d’une séxualité trés primitive, qu'on
n'a pas observée jusqu’ici: elle s’opére en
effet trés souvent entre deux cellules sceurs.
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Les exemples qui nous ont été donnés chez
les protozoaires nous ont plutot habitués a
rencontrer des conjugaisons entre desindividus
d’une parenté trés éloignée. On connait bien
cependant chez les algues et chez certains
champignons des exemples de conjugaison
s’accomplissant entre deux cellules contigués
d’un méme filament, mais dans ces cas, bien
que les deux gametes soient évidemment trés
proches parents, rien ne prouve qu’ils soient
fréres.

Toutefois un exemple plus caractéristique
encore nous est offert par le Basidiobolus rana-
rum, chez lequel 'ceuf peut se faire aux dépens
d’une conidie & un seul noyau; celle-ci se divise
par une cloison, donnant deux cellules qui
se conjuguent aprés avoir subi une nouvelle
division produisant deux petites cellules
destinées a s’atrophier. La fusion s’opére
done ici incontestablement.a la seconde géné-
ration. Un cas analogue nous est fourni
par I'Actinospheerium, récemment étudié par
R. Hertwig (1). Enfin il faut rapprocher ces

(1) Chez I'Actinospherium (Rhizopode). la conjugaison
se produit entre deux cellules provenant d'une méme bipar-
tition. Dans ces gamétes, le noyau subit deux bipartitions
successives ; l'un des noyaux dans la premicre bipartition
subit une dégénérescence ; le méme phénomeéne sopere a la

seconde division:; deux éléments nucléaires disparaissent
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phénomenes *de sexualité des conjugaisons
nucléaires qui, suivant Dangeard, précéderaient
toujours la formation de 'asque des Ascomy-
cetes supérieurs. Ici encore les novaux des-
tinés a se fusionner sont trés proches parents,
mais ne paraissent provenir toutefois que d’une
deuxiéme génération. Mais jamais on n’avait
encore constaté d'une maniére évidente des
exemples de conjugaison s’opérant directement
entre deux cellules sceurs.

Enfin ces phénoménes de sexualité nous
offrent un intéret spécial, car c’est la premiére
fois qu’on les constate chez les levures. A peu
prés en méme temps que nous, Barker observait
des phénomenes d’isogamie précédant la for-
mation de I'asque dans une levure a multiplica-
tion bourgeonnante, découverte par lui dans
la fermentation du gingembre commercial, dont
il a fait le genre Zy gosaccharom)y ces.

Les descriptions de Barker ressemblent
d’une maniére surprenante a celles que nous
venons de faire du Sch. octosporus; les phé-
nomenes s’actomplissent aussi par la soudure

de deux p(.‘lil.('s |n'n(-['ni1n'n(r99 formant un canal

ainsi dans chaque gaméte ; Hertwig les assimile 4 des glo-
hules polaires. Finalement. les gametes uninueléés opérent
lenr conjugaison et fusionnent leurs noyanx pour donner
naissance a I'ecuf. Les deux noyaux qui se fusionnent sont

done séparés par deux générations.
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de copulation et I'asque conserve des traces

d’individualité des deux cellules primitives.

Mais 1’auteur, ne possédant pas de données

suffisamment précises sur le noyau des levures,

n’a pas osé se prononcer définitivement sur la

fusion nucléaire (1), bien qu’il attribue a ce
. phénomene une valeur sexuelle.

Nos observations jointes a celles de Barker
nous montrent done queles levures, a ’exemple
de beaucoup de microorganismes, sont suscep-
tibles de se reproduire sexuellement et cette
notion pr’(:senle une gl*zn'u]e im[mrl;mcc au
moment ol la question de la reproduction
sexuelle des Ascomycetes est encore trés
embrouillée.

I[I. — ScHIZOSACCHAROMYGES POMBE
(LiNDNER).

Le Schizosaccharom)-ces pombe est le plus
anciennement connu des Schizosaccharomyeces.
[Ifut trouvé en 18go dansles produits de fermen-
tation du millet et fut étudié par Lindner. 11

: (1) Barker observe dans chaque cellule un granule forte-
ment coloré quiil hésite a considérer comme noyau. Au
moment de la fusion des deux cellules. il constate une fusion
de ces deux granules qui pourrait étre considérée comme

une fusion nucléaire.

&
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est beaucoup plus petit que la levure 1i)l'écé-
dente ; ses cellules sont allongées et ofirent
I'aspect de pelits batonnets; ressemblant aux
conidies de I'O. lactis et qui se divisent par la
formation de cloisons transversales. Parfois il
se produit de longues chaines de cellules qui
restent un certain temps rattachées les unes
aux autres, ce qui augmente encore I'analogie
existant entre cette levure et 1’0. 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 files de cellules ['1el'peud.iculaircs
aux premieres. Dans les vieilles cultures, les
cellules s’arrondissent ‘et prennent 'aspect des
levures ordinaires.

Les spores naissent assez facilement sur tous
les milieux, méme dans les liquides de fermen-
tation, mais il n’y a que trés peu de cellules qui
soient capables de sporuler.

Beyerinck, qui a repris ensuite ’étude de ce
Schizosaccharomyces, montra qu'il pouvait de
méme que le Schizosaccharomyces oclosporas
donner lieu a des races asporogénes et a des
races sporogenes dans lesquelles il se produi-
sait une assez abondante sporulation, mais il
n’ya point de distinctions aussi t anchées entre
les deux races que pour le Schizosaccharo-

my-ces octosporus.
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Stractare. — Lie Schizosaccharomy-ces pombe
n’'a jamais été étudié au point de vue de sa
structure. Janssens et Leblanc le citent parmi
les levures qu’ils ont observées, mais ne don-
nent aucun détail.

A l'aide de 'hémalun et de ’'hématoxyline au
fer, nous avons facilement réussi i mettre en
évidence le noyau. Ce noyau est assez petit
(environ 0,55 p. de diametre) et se présente avee
le méme aspect que celui que nous avons
trouvé chez le Schizosaccharomy ces oclosporus
(PL. VII, fig. de 1 & 4). Il est constitué d’un
chromoblaste entouré d’une zone de nueléo-
plasme incolore, dont on ne distingue ordinai-
rement pas la membrane.

Les cellules jeunes ont une forme rectangu-
laire ou ovale, légerement plus longue que
large ; le noyau occupe la périphérie de la
cellule ou 'un de ses poles. Le centre de la
cellule contient un certain nombre de vacuoles
trés petites, trés rapprochées 1'une de Pautre
et remplies de corpuscules nl('l:l('hl‘onlnliqlu_!s
(PL. VII, fig. de 5a 8). Souvent ces vacuoles
se fusionnent en une seule vacuolé. Au mo-
ment ou la cellule est sur le point de se
diviser, on remarque une répartition des
vacuoles en deux groupes disposés aux deux
poles de la cellule. Le protoplasme forme alors

entre les deux groupes de vacuoles une masse
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homogéne, qui contient le noyau et par ot la
cellule se divisera.

e noyau se divise par le méme procédé que
chez le Schizosaccharomyces octosporus et,
cette division opérée, on ne tarde pas a voir
apparaitre au centre de la cellule une cloison
d’abord trés mince qui s’épaissit peu a peu et
sépare les deux cellules filles.

Pas plus que chez le Schizosaccharomyces
octosporus, on ne remarque de glycogéne dans

I'intérieur des cellules.

Conjugaison et Sporulation. — Les asques
se forment par petites colonies dans les cul-
tures sur carotte. Sur ce milieu nous avons
trouvé facilement une grande abondance d’as-
ques et par des ensemencements successifs de
leurs spores sur le méme milieu, nous avons
réussi i isoler des races sporogeénes, qui, bien
que toujours meélées a un grand nombre de
cellules asporogtnes, présentaient néanmoins
assez de commodité pour I'étude du dévelop-
pement de l'asque.

Nous avons done suivi la formation de cel-
lules provenant des cultures ainsi obtenues,
sur gouttelette pendante en employant le méme
procédé que dans le cas précédent (jus de
raisin gélatinisé) et nous avons pu observer le
développement d’un groupe de cellules, On
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' voyait tres vite les cellules s’allonger, se cloi-
sonner, former de longs batonnets capables
quelquefoisde se ramifier latéralement ; chacune
des cloisons s’arrondissait et les cellules glis-

saient I'une sur l'autre, se disposaient en files
plus ou moins tortueuses mais restaient
' presque toujours légérerement adhérentes par
: un coté de la membrane. Clest alors qu’on
voyait apparaitre vers le deuxi¢me ou troi-
sieme jour le début des phénomenes de la spo-
rulation.
Pour la premiere fois, dans cette levure, nous
; observons une conjugaison précédant 'la sporu-
lation ; ce phénomene y présente les meémes
. _ caracteres que dans le Schizosaccharom)-ces
oclosporus et nous avons pu nous assurer que
I'asque provenait bien encore ici d’une iso-
gamie. Deux cellules contigués d’'une meme file
(lig. 6,1), souvent sceurs et adhérant légerement
['une a l'autre, émettent chacune une petite
protubérance ; les protubérances se soudent,
formant un canal de copulation (lig. 6, II) dont
la membrane de séparation linit par se résor-
ber (tig. 6, I11); les deux gameétes sont ainsi
réunis en une seule . cellule qui devient la
cellule mere de I'asque. Mais ici les deux
gamctes, une fois joints I'un a 'autre, conservent
toujours des traces de leur individualité et de

leur position respective d’une maniere plus
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marquée encore que dans le Schizosaccha-
romy-ces ‘octosporus ; “ cela donne lieu *a des
ligures ¢tranges composées de deux renflements

i
Figure 6. — Slades de conjugaison suivis en cellule Van Tieghem :
[, 4 heures (matin). II, 1 h. (soir). I1I, 3 h. (soir).

parfois situés suivant des axes différents, quel-
quefois méme perpendiculaires 'un a autre et
unis par un canal étranglé (fig. 7, 5. 7, s,9.11).

Les spores naissent le plus souvent aux deux
extrémités renflées; elles sont ordinairement
au nombre de qguatre, deux a chacun des poles,
et il existe encore ici la tendance a la fixité du
nombre des spores que nous avions précédem-
ment remarquée. Mais ce nombre est également
sujet & un certain nombre de variations et 'on
voit quelques cas ou les spores sont réduites a

GUILLIERMOND. 13
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deux, parfois méme il peut n’en exister qu'une
seule.
Cette conjugaison que nous venons de décrire

11 12 ¥3 14

Q_-

Figure 7. — Colonies sporogtnes examintes en culture sur cellule Van
Tieghem et montrant les divers stades de la conjugaison et de la
formation des asques.
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el qui n’avait jamais encore été signalée
explique les dessins figurés par Lindner oi les
asques présentent la 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 déve-
lopper directement en asques (lig. 7, +) et ce cas
est beaucoup plus fréquent que chez le Sch.
octosporus. Souvent aussi deux gametes réunis
I'un a autre, mais dont la cloison subsiste
encore, forment chacun un asque a deux spores
sans se fusionner (fig. 7, 2). D’autres fois 'un
d’eux dégénere et 'autre donne naissance soit a
deux, soit a quatre spores (lig. 7.1).

Fusion des noyaux. — Les phénomeénes
histologiques qui accompagnent la sporulation
different fort peu de ceux que nous avons
observés chez le Sch. octosporus. Les deux
gameles possedent chacun une grosse vacuole
ou un certain nombre de petites vacuoles. Au
moment ou ils se fusionnent (Pl. VII, fig. de ¢
a 12), le protoplasme s’accumule dans le canal
de copulation et y offre un aspect tres dense,
puis se creuse a son tour de quelques vacuoles;
mais lci les vacuoles contiennent une grande
quantité de corpuscules métachromatiques qui
persistent dans I’épiplasme.

Les deux noyaux occupent le milieu du canal
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de communication et c’est a cet endroit qu’ils
se fusionnent (Pl. VII, fig. de 13 & 20); cette
fusion opérée, ils subissent leur premiere divi-
sion et émigrent dans les deux renflements ou
ils se divisent en deux de facon & former deux
spores dans chacun des deux renflements.
(PL. VII, fig. de 21 & 24). Cette division s’ecffectue
comme dans les cellules végétatives.

[’épiplasme ne contient pas de glycogene,
mais les spores sont imprégnées de granulose.
Les corpuscules métachromatiques qui n’avaient
subi aucune modification avant la formation des
spores présentent a ce moment des phénomenes
de dissolution (Pl. VI, fig. de 26 a 28), I'épi-
plasme est peu a peu absorbé, les spores gros-
sissent et linissent par occuper toute la cellule.
L’asque se déchire ordinairement avant la
germination et cette déchirure se produit
presque toujours suivant le milieu du canal de
copulation dont le contenu s’est vidé et qui pré-
sente une moindre résistance que les autres
parties de l'asque.

I1 existe donc ici encore un véritable phéno-
méne de conjugaison par isogamie présentant
des caracteéres trés voisins de ceux que nous
avons observés chez le Sch. octosporus, avec
cependant des cas plus fréquents d’apogamie.
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III. — ScH1ZOSACCHAROMYCES MELLACEI
(JaERGENSEN)

Greg a isolé cette levure qui se présente au
cours de la fabrication du rhum effectuée avee la
mélasse de sucre de canne 4 la Jamaique.
Elle a:été désignée par Joergensen et Holm
sous le nom de Sch. mellacei. 11 parait exister
plusieurs types de la méme espece.

L.e Sch. mellacei est encore fort peu connu ;
ses caractéres le rapprochent beaucoup du
Sch. pombe et Beyerinck le considére comme
une variété de cette espéce.

Nous avons pu examiner deux types de ce
Schizosaccharomyces qui nous avaient é&té

envoyés grace a la r:(_amp]ais:.mc(‘ de M. le pro-

fesseur Beyerinck. Ces deux types différaient

peu 'un de I'autre; I'un présentait des phéno-
ménes isogamiques, 'autre sporulait difficile-
ment et ne paraissait produire que des asques
apogames.

Nous n’étudierons donec ici que la premiére
de ces variétés. Cette levure montre des formes
presque identiques a celles du Sch. pombe et
ne s’en distingue gueére que par ses dimensions
légérement supérieures; elle a un noyau ana-

logue.
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Conjugaison et sporulation. — La forma-
tion des asques s’observe facilement sur gout-
telettes pendantes. Il parait exister également
des colonies asporogénes et des colonies spo-
rogénes. Les colonies sporocénes sont iei
beaucoup plus nombreuses que dans le Sech.
pombe et la formation des asques est plus facile
a suivre.

- Les asques se forment d’'une maniére abso-
lument semblable a celle que nous avons
observée chez le Sch. pombe. Deux cellules
contigués d'un méme filament et provénant
ordinairement de la méme bipartition, encore

accolées I'une a l'autre, se conjuguent (fig, 8);

Figure &, — Inifférents stades de la conjugaison

el de la formation de Pasque.

la cellule provenant de cette fusion conserye
toujours deux renflements indiquant le con-
tour primitif des deux gametes. Les spores
sont ordinairement au nombre de quatre,
disposées i):u' deux dans chacun des renfle-

ments. Enfin on rencontre également des cas
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assez fréquents d’apogamie. Il n’y a donec
aucune différence entre ’asque du Sch. pombe
et celui du Sch. mellacei; il semble done que
conformément a l"opinion de Beyerinck, il n’y
ait pas lieu de séparer ces deux espéces.

Jeergensen avait décritdes asques en forme de
hachoir; i1l avait aussi mentionné dans les
vieilles cultures des cellules unies entre elles
par un petit canal, mais sans en comprendre le
sens et sans remarquer la relation qui existait
entre ces cellules et les asques.

[.es phénomeénes histologiques s’opérent
exactement de la méme facon que dans le
Sch. pombe et l'on remarque une fusion
nucléaire accompagnant toujours la fusion des
deux gameétes et se produisant wvers le milieu
du canal de copulation (P1. VII, fig. de 29 & 35).

Ces phénomeénes d’isogamie que nous avons
rencontrés chez les trois seuls représentants
sporogénes jusqu’alors connus des Schizosac-
charomyces doivent donc @&tre - considérés
comme un des caractéres importants de ce
groupe, caractére qui le distingue de tous les
autres groupes de levures et qui lui donne, avee
le Zygosaccharomyces un intérét histologique
et phylogénétique tout a fait spécial.
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CHAPITRE VII

S. mycoderma cerevisize. — S. mycoderma
vini. — S. apiculatus. — S. kefir. —
Endomyces albicans. — Monilia candida.

— Ustilago avense. — Ustilago maydis.

Nous étudions dans ce chapitre la structure
d'un certain nombre de champignons a formes
levures, dont quelques-uns occupent une place
indéterminée dans la classification: les uns se
rattachentala catégorie des Non-Saccharomy ces
de Hansen, les autres appartiennent au con-
traire a des champignons d’ordre plus élevé,
dont nous étudierons les formes levures compa-
rativement aux Saccharomyeces.

I. — SACCHAROMYCES MYCODERMA CEREVISIE
(HANSEN). — SACCHAROMYCES MYCODERMA
VINI (WINOGRADSKY).

Ces deux levures rencontrées, I'une par Han-
sen dans les brasseries de Copenhague, 'autre
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par Winogradsky sur le vin, différent peu 1*une
de I'autre. Leurs formes sont assez variables et
généralement plus ou moins allongées.

Dans son. plus jeune age, le S. mycoderma
cerevisice (PL. VII, fig. de 36 a 49) présente un
protoplasme homogéne dans lequel on observe
une ou plus ordinairement deux vacuoles pla-
cées aux deux extrémités de la cellule et
contenant un nombre variable de corpuscules
métachromatiques. Le noyau (d’environ 1 . de
diamétre) s’apercoit avec beaucoup de netteté
formé dun chromoblaste, d’un nucléohyalo-
plasme incolore et d’une membrane limitante.
I1 est souvent placé au centre de la cellule, entre
les deux vacuoles.

Sa division s’effectue par un partage trans-
versal de la masse chromatique en deux chro-
moblastes suivant le cas ordinaire.

La structure du S. mycoderma ¢ini (P1. VII,
fig. de 5o a 54) différe peu de celle de la précé-
dente levure. On remarque également dans les
jeunes cellules une ou plus fréquemment deux
vacuoles a corpuscules métachromatiques. Le
noyau posséde une structure analogue au
nucléoplasme et chromoblaste. Sa division
s’accomplit suivant le méme procédé.

Dans ces deux levures, le glycogéene, d’ail-
leurs peu abondant, parait uniquement localisé
dans le protoplasme.
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[I. — SACCHAROMYCES APICULATUS
(REEs-HANSEN)

]

Rees a donné ce nom a une levure de forme
particuliére, caractérisée par la présence a
une ou deux des extrémités de l'ovale de la
cellule d’un petit mamelon plus ou moins long,
en pointe de citron. Hansen, qui a consacré une
longue étude a cette levure trés abondante dans
la nature, s’est assuré qu’elle ne donnait jamais
de spores.

Cette levure, trés petite, offre une trés grande
difficulté pour I’étude de sa structure. Elle pré-
sente dans ses jeunes cellules un protoplasme
homogene, dans lequel on distingue une vacuole
renfermant un certain nombre de corpuscules
métachromatiques et un noyau irés petit et
ordinairement accolé a la vacuole. Ce noyau se
montre sous forme d’une masse arrondie et
homogeéne. (PL. VII, fig. de 55 a 62).

Sa division est difficile a observer, cependant
elle parait se faire suivant le procédé habituel
d’allongement et de constriction.

Dans les cellules allongées, il peut se former
une vacuole a chacune des deux extrémités de

la cellule.
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[Ml. — Saccnaromyces kerin (BEYERINCGK)

Beyerinck a isolé ce Saccharomyces de la fer-
mentation du kéfir. (Cest une levure de forme
plus ou moins sphérique, ressemblant un peu
au S. cerepisice avec lequel on avait confondue,
et qui s’allonge en vieillissant. Elle ne posséde
pas d’asques.

Elle offre au début de son développement
une on plusieurs vacuoles contenant un nombre
variable de corpuscules métachromatiques. Le
noyau est presque toujours en proximité avee
ces vacuoles ; il atteint ordinairement 1 . de
diametre et se montre, dans les cas les plus
favorables, constitué d’un chromoblaste et
d'un nucléohyaloplasme limité par une mem-
brane.

Sa division se produit le plus souvent par
étirement et étranglement, quelquefois aussi
par un partage du chromoblaste en deux por-
tions égales (P1. XI, fig. de 7 & 11).

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 métachromatiques.
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Le glycogeéne peu abondant imprégne le pro-
toplasme, mais ne parait pas se localiser dans
les vacuoles,

IV. — Enxpomyces Arsicans (VUILLEMIN)

Ce champignon, qui est I'agent provocateur
d’une maladie bien connue,le Muguet, est un de
ceux qui onteule privileged’étre le plus étudiés.
D’abord rapproché des Oidium par Robin quilui
donnale nom d’Oidium albicans qui a prévalu,
il fut considéré par Quinquaud comme un genre
a part qu’il appela Syringospora Robinii. Gra-
witz I’identifia ensuite avec le 8. Mycoderma
pini. Ress le classe parmi les Saccharomyeces
sous le nom de S. albicans, nom al.;'ccpl{." par
Van Tieghem. En 1885 Plaut I'assimile au
Monilia candida de Bonorden. En 1890 Roux
et Linossier en font un champignon spécial
caractérisé par la présence de kystes (Chlamy-
dospores) qu’ils considerent comme des formes
durables de I’Oidium albicans. A peu prés a la
méme époque Laurent le rapproche des Déma-
tiées et propose le nom de Dematium albicans.
Plus tard Heim le classe parmi les Entomoph-
thores dansle genre Empusa. En 1896 Vuillemin
découvre des asques dans I'Oidium albicans.Ces
asques se forment trés facilement dans les
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conditions défavorables etparticuliecrémentdans
les vieilles cultures sur betterave. [ls débutent
par la formation de kystes (chlamydospores de
Roux et Linossier) qui sont capables soit de
germer eux-mémes lorsque les conditions sont
favorables, soit de se transformer en asques et
de produire a leur intérieur (uatre spores
ovales. Vuillemin se croit donc autorisé a
classer ce champignon dans le genre Endomyces
et le désigne sous le nom d’Endomy-ces albicans
qu’il rapproche de I’/ndomy-ces decipiens.

Ce champignon présente, quol qu’'on en ait
dit, de grands rapports morphologiques avec
les levures.Tantot il se compose presque exclu-
sivement de cellules levures, tantot il est
capable de donner des formes allongées ressem-
blant aux voiles des levures et méme de
produire des filaments composés d’articles assez
allongés et qui lui donnent Paspect’ d’un
Dematium.

Sans insister sur ces détails morphologiques
qui sont ici hors de notre sujet, nous nous
bornerons a constater la présence de deux
formes tresdistinctes offertes par cechampignon,
I'une sur le liquide Raulin, 'autre sur tranches
de carotte.

Dans le liquide Raulin 1'%, albicans ne donne
pendant longtemps que des formes levures,
tres différentes de celles qu’il est susceptible de
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produire dans les autres milieux. Elles ont
aspect de grosses cellules, presque entierement
sphériques et ressemblant au S. cerepisice. A la
fin du développement, elles manifestent une
tendance a s’allonger et a devenir filamen-
teuses.

Une forme trés différente est obtenue sur
tranches de carotte. Le développement débute
par des formes levures beaucoup plus petites
que les précédentes, parfois sphériques, sou-
vent allongées. Au bout d’un certain temps on
remarque la formation de cellules mycéliennes
ressemblant tantot a un voile de levure, tantot
a un Dematium.

Dans le liquide Raulin, on observe un déve-
loppement trés semblable a celui que nous
avons suivi dans le S. cerevisia:. On remarque
dans les premiers stades la formation d’une ou
plusiéurs petites vacuoles a corpuscules méta-
chromatiques, au milien d’un protoplasme trés
dense. Le noyau est situé au voisinage de ces
vacuoles. 1l est sphérique, et posséde un dia:
metre élevé pouvant atteindre jusqu’a pres de
2 p. Ce noyau se différencie trés facilement
et avee la plupart des colorants (fuchsine, violet
de gentiane, hémalun, bleu de méthylene, vert
de méthyle.) L’iodo-iodure de potassium le met
e

—

1 évidence, et méme un examen attentil des

cellules a D’état frais le laisse quelquefois dis-
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tinguer. Une préparation bien colorée, soit i
laide de I'hémalun, soit avec le bleu de méthy-
Iene, le montre constitué¢ d’un chromoblaste
entouré dun nucléohyaloplasme incolore et
d’une membrane. Cependant il offre le plus
souvent laspect d’'une masse homogéne, sur-
tout dans les préparations obtenues avec le
procédé de Heidenhain.

Dans les stades ultérieurs, on voit apparaitre
des vacuoles a glycogéne qui envahissent les
cellulescomme dans le S. cerevisiae. Les vacuoles
primitives sont refoulées a la périphérie et fina-
lement les cellules se montrent formées d’une
énorme vacuole limitée par une mince couche
pariétale de protoplasme renfermant un certain
nombre de corpuscules métachromatiques et
un noyau accolé a la membrane (P1. VIII, fig. g,
10 et 11). Le contenu de la vacuole se présente
coloré sous forme de granules analogues a ceux
sur lesquels nous avons déja attiré Pattention.

La division du noyau s’eflectue soit par
allongement et étirement, soit par partage égal
du chromoblaste en deux petites masses
nueléaires.

Les cellules provenant des cultures, sur
carotte ont une structure peu différente. Tantot
les cellules sont sphériques et contiennent une
vacuole & corpuscules métachromatiques et un
noyau accolé a cette vacuole, tantot elles sont .
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plus ou moins allongées et il existe un certain
nombre de vacuoles se suceédant dans la lon-
gueur de la cellule. Dans la suite, il se forme
des vacuoles glycogéniques & des endroits
variables.

Le noyau montre quelquefois un chromo-
blaste et un nucléohyaloplasme, mais souvent
il parait homoge¢ne. Sa division se produit
tantot par étirement, tantot par scission trans-
versale du chromoblaste (P1. VIII, fig. de 1 & 7).
Ce dernier mode est le plus fréquent. "Quel-
quefois méme il arrive que cette division pré-
céde lapparition 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, cepen-
dant on peut en rencontrer plusieurs.

Nous avons tenté toujours en vain d’obtenir
des spores et par tous les moyens possibles.
Depuis trois ans que nous cultivons 1I'Endo-
myces 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
Neegeli, cultures sur betterave), et nous avons
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eu sous la main des cultures d’origine diffé-
rente, dont trois provenaient de malades de
Phopital et dont Pautre nous avait été envoyée
de I'Institut Pasteur.

Il eat été intéressant de pouvoir comparer le
développement cytologique de ces asques avec
celui des Saccharomyeces.

V. — MoNILIA CANDIDA (HAnsEN)

Le Monilia candida fut rencontré par Hansen
dans la bouse de vache et sur certains fruits
sucrés. Cest une levure ressemblant beaucoup
a ', albicans. Elle donne d’abord dans les
solutions sucrées une vigoureuse végétation de
cellules se rapprochant des Saccharomyces et,
au bout de quelques jours, produit a la surface
du liquide un voile présentant l'aspect un peu
duveté d’une moisissure.

Ce voile est composé de cellules qui devien-
nent plus allongées au fur et 4 mesure que la
culture vieillit et qui se ramifient et rappellent
un peu les Oidium et les Dematium. Hansen a
assimilé ce champignon aw Monilia candida de
Bonorden.

Les cellules contiennent une ou plusieurs
vacuoles renfermant un nombre variable de

GUILLIERMOND, 14
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corpuscules métachromatiques. Le noyau est
généralement trés proche de ces: vacuoles. Il
posséde un diametre se rapprochant de 1 p; il
se montre sous forme d un chromoblaste entouré
d'un nucléoplasme incolore. On apercoit quel-
quefois une membrane délimitant ce nucléo-
plasme. La division s’accomplit le plus fré-
quemment par une coupure transversale du
chromoblaste en deux parties égales (P1. VIII,
fig. de 27 a 36).

Le glycogeéne se localise dans des vacuoles
qui se disposent & un endroit quelconque de la
cellule, si celle-ci est allongée, ou qui occupe
le milicu de la cellule, refoulant et détruisant
les yacuoles 4 corpuscules métachromatiques,
si la cellule est sphérique.

Sur carotte, le développement s’effectue tres
rapidement et au bout de trois jours, le subs-
tratum est enticrement envahi. On observe
alors la formation de globules d’huile qui nais-
sent dans le protoplasme; ces globules, qui
apparaissent de trés 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 a la nutri-
tion du M. candida-et il y a toute raison de
croire qu’ils sont dus, comme chez les autres
champignonsque nousayvons observésjusqu’ici,

>

a un commencement de dégénérescence du pro-
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toplasme (1). Vers la fin du développement les
cellules sont, en effet, constituées d’une trés
petite quantité de protoplasme et d’énormes
globules d’huile occupant une grande partie de
leur volume. Il existe encore du glycogéne en
plus ou moins grande quantité, mais les corpus-
cules métachromatiques ont diminué préalable-
ment dans les vacuoles quiles renfermaient, en
subissant une dissolution analogue a celle que
nous avons constatée au moment de la sporula-
tion des levures.

Les formes mycéliennes peuvent posséder
plusieurs noyaux par article, mais n’en con-
tiennent typiquement qu’un seul.

VI. — Torura NigrA (MARPMANN)

Ce champignon, découvert par Marpmann et
désigné par lui sous le nom de Saccharomy-ces
niger, a été plus tard étudié par Lindner et
Hansen, qui lui ont donné la désignation plus
appropriée de Zorula nigra et 'ont considéré

(1) Nous avions observé aussi chez 1'Qidium lactis et
notamment en culture sur carotte ou le développement
s'effectue d’une maniére trés rapide une dégénérescence
précoce du protoplasme manifestée par I'apparition de glo-
bules d’huile.
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comme appartenant probablement au genre
Cladosporium ou au genre Fumago.

Le Zorula nigra végete abondamment sur
carotte et ¢’est dans ce milieu que nous I'avons
étudié. Vingt-quatre heures aprées 1’ensemence-
ment, la carotte est envahie par une masse
gluante d’un vert noiratre, qui est composée
exclusivement de formes levures ovales ou
légerement allongées. Quelques jours apres, on
voit naitre dans les parties les moins humides
de la carotte un mycélium tres gréle, qui surgit
de la masse noire des levures et se détache en
un feutrage gris.

' Les formes levures, examinées dans les pre-
miers stades de leur développement, présentent
ordinairement deux petits corpuscules méta-
chromatiques entourés chacun d’une zone
claire, et placés aux deux poles de la cellule.
Les deux zones claires entourant ces corpus-
cules sont chacune 'origine d’une vacuole.

Le noyau se trouve vers le centre (P1. VI,
fig. de 12 a 26). Il ne se distingue que comme
une masse homogéne se différenciant en blen
par ’hémalun 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 rougedtre avec

SCD Lyon 1



— 213 —

Ihémalun et contient quelques particules
solides noirdtres, auxquelles est due sans doute
la couleur noire de la culture.

Au fur et & mesure que le développement
s'avance, les deux vacuoles grossissent et finis-
sent par occuper la majeure partie de la cellule,
séparées seulement par une mince bande proto-
plasmique contenant le noyau. Pendant ce
temps, les corpuscules métachromatiques se
développent et remplissent les vacuoles de
granules de formes variées.

Il ne parait pas exister de vacuoles glycogé-
niques.

On observe dansles cultures agées des formes
levures qui s’allongent, se multiplient sans se
séparer complétement, formant ainsi des arti-
cles capables d’émettre des bourgeons latéraux,
et qui ressemblent aux voiles des levures et
particuliérement aux formes mycéliennes de
I'E.albicans et du M. candida. Cesarticles possé-
dent une structure analogue a celle des formes
levures et il n’existe le plus souvent qu'un seul
noyau par cellule. Mais a ¢6té de cela, se trouve
un véritable mycélium analogue a celui des
Dematium, a articles trés longs avee des bour-
geonnements latéraux et des ramifications
(P1. VIII, fig. 22). Dans ce cas, il existe un
grand nombre de vacuoles se succédant a inter-
valles plus ou moins réguliers dans I'intérieur
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des articles et qui a un stade ultérieur se réunis-
sent et subissent une évolution analogue acelle
que nous avons décrite pour le D. species et
I’0. lactis. Chaque article posséde généralement
plusieurs noyaux.

Ce champignon se rattache donc trés proba-
blement aux Dématiées.

b 2

VII. — Ustiraco MAYDIS (CORDA). —
UstiLaco Avenz (Rostrup)

Nous avons tenu a compléter ces recherches
par une étude des formes levures des Ustilagi-
nées qui, par leur aspect; présentent de méme
que les Dématiées une étroite relation avec les
véritables levures.

Cette étude fut déja entreprise par un certain
nombre d’auteurs.

Meeller constate dans les conidies levures des
Ustilaginées une structure tres voisine de celle
qu’il avait étudiée chez leslevures, avec un seul
noyvau par cellule. Dangeard arrive aux mémes
résultats.

Au contraire von Istwanfi observe dans les
formes levures d'un certain nombre d Ustila-
ginées la présence de trois noyaux, I'un au
centre de la cellule, les deux autres occupant
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les deux poéles. Dans certaines de ces formes de
levures (Ustilago anthraram), 1a multiplication
du noyau précede le bourgeonnement et ’on
peut trouver, d’aprés lui, un grand nombre de
noyaux par cellule. I1 remarque en outre qu’il
existe toujours un rapport entre la position des
noyaux et la naissance des bourgeons.

On doit & Maire une étude trés compléte sur
les conidies levures de 1’Ustilago maydis. Cet
observateur constate comme Mceller et Dan-
geard une grande analogie de structure entre
les conidies levures de 1'Ustilago maydis et
les Saccharomyces.

1 différencie un noyau, qui dans les meil-
leures préparations se montre constitué d’un
nucléohyaloplasme incolore, limité par une
membrane, et dans lequel se trouve un karyo-
some fortement coloré. Dans les. premiers
stades du développement, il observe aux deux
poles de chaque cellule un corps sphérique;
d’aspect réfringent, que Dangeard avait pris
pour un globule oléagineux. Ces globules ne
possedent pas, d’aprés lui, les propriétés des
corps gras; ils se colorent en rouge vineux par
I’hématoxyline et le bleu de méthyléne et sont
entourés d’une zone hyaloplasmique incolore.
Maire les assimile & juste titre avec les corpus-
cules métachromatiques de Babés. Les noyaux
placés au milieu de la cellule se distinguent de
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ces granules par la coloration bleue qu’ils
prennent avec I’hémalun.

Plus tard, Maire figure des vacuoles occupant
une grande partie de la cellule; les corpuscules
métachromatiques se placent alors tout autour
de ces vacuoles, aprés avoir augmenté considé-
rablement de nombre.

Il considére ces granulations métachroma-
tiques comme des grains de séerétion., formés de
produits de rebut qui encombrent de plus en
plus la cellule dont la vitalité se ralentit.

La division de ce noyau s’effectuerait par les
deux procédés que nous avons rencontrés, ’un
serait une division directe (allongement et étire-
ment des noyaux), I'autre (scission du chromo-
blaste) appartiendrait & un mode intermédiaire
entre la division directe et la karyokinése.

Nousavons étudié I’ Ustilago may-dis et 1’ Usti-
lago avence.

Les conidies levures de 1 Ustilago maydis
ressemblent & de petites levures: elles sont
allongées, pointues a leurs deux extrémités. Au
commencement de leur développement, elles
montrentun protoplasme homogéne dans lequel
on distingue deux petites vacuoles renfermant
chacune un ou plusieurs corpuscules métachro-
matiques et placées a chaque pole de la cellule
(P1. VIII, fig. de 48 & 57).

Le noyau est unique dans chaque cellule:
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il se trouve situé¢ au centre; trés souvent il
apparait comme une masse sphérique et homo-
géne, 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 ehromoblaste primitif.

Le bourgeonnement se fait le plus souvent
aux extrémités terminales de la cellule, mais il
peut également s’accomplir sur les cotés laté-
raux de la cellule; souvent la naissance des
bourgeons coincide avec la position des noyaux
comme [tswanfi 'avait montré, mais il ne parait
pas y avoir la une regle générale.

Outre le bourgeonnement, on remarque sou-
vent un partage de la cellule par une cloison
médiane apparaissant au milieu des cellules les
plus allongées. Dans quelques cas ce partage
est accompagné de phénomenes de dégénéres-
cence ; une portion de la cellule entre en dégé-
nérescence, tandis que la partie active du
protoplasme se concentre sur une moitié de la
cellule et se sépare du reste par la formation
d’une cloison médiane (P1. VIII, fig. 56).

Au cours du développement, les vacuoles
s'élargissent et arrivent a occuper la majeure
partie de la cellule, en méme temps que les
corpuscules métachromatiques augmentent de

nombre.
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Le glycogéne parait rester localisé dans le
' protoplasme.

Nous avons done observé chez I'Ustilago
may dis une structure a peu prés conforme a 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 Porigine des
vacuoles et que ces corpuscules étaient presque
toujours situés dans P’intérieur des vacuoles.

I’ Ustilago avence posséde des conidies
levures de dimensions supérieures a celles du
précédent. Ses cellules sont tantot ovales, tantot
trés allongées et terminées en pointe a leurs
deux extrémités. Dans ces derniéres, on cons-
tate parfois la formation de cloisons médianes.

Dans les jeunes cellules, on distingue le plus
souvent un grand nombre de vacuoles, de taille
variable, généralement trés petites et disposées
d’'une maniére quelconque dans un protoplasme
d’apparence homogeéne. Les unes contiennent
du glycogéne, les autres renferment des cor-
puscules métachromatiques, ces derniéres sont
ordinairement vers le centre de la cellule. Au
fur et & mesure que le développement §’effectue,
ces vacuoles se multiplient, augmentent de

volume et arrivent & donner au protoplasme
une belle structure alvéolaire (P1. VIII, fig. de

37 4 43).
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Le noyau est soit au centre de' la cellule,
soit contre la membrane. L’hématoxyline de
Heidenhain le différencie avec un nucléoplasme
incolore, un chromoblaste souvent excentrique
et une membrane limitante.

Sa division se fait par le procédé habituel de
scission du chromoblaste (P1. VIII, fig. de 44 a
47)-

Cette structure présente un intérét tout a fait
particulier a cause de V'aspect alpéolaire du pro-
toplasme. Déja, dans les cas précédents, nous
avons appelé I'attention sur ce caractére du pro-
toplasme, mais le phénoméne ne s’était jamais
présenté d'une maniére aussi caractéristique.

Chez les bactéries, Biitschli et un certain
nombre d’auteurs ont vu une structure sem-
blable avec une partie médiane a protoplasme
plus fortement coloré et contenant un grand
nombre de corpuscules métachromatiques qui
n’existent pas dans la couche corticale. L’exis-
tence de telle structure chez les levures avece
des vacuoles a corpuscules métachromatiques
au centre et vacuoles glycogéniques a la péri-
phérie, ces derniéres mal délimitées dans leur
contour, puurmit peut-étre mettre un doute
sur le corps central décrit par Biitschli(1); c’est

(1) Le corps central de Bittschli a d’ailleurs été contesté,

dans ces derniéres années, par plusieurs observateurs.

Vjedosky a déerit chez certaines bactéries une structure

SCD Lyon 1




— 220 —

du reste I'avis de Kunstler qui a fait des obser-
vations comparatives avec les levures.

Enoutre, nous avons vu combien ces vacuoles
étaient changeantes, se multipliant, se fusion-
nant. Dans ces conditions, on ne pourrait done
pas les considérer comme des organes au sens
de de Vries et Van Tieghem (1). Déja cette
observation avait été formulée par Matruchot,
a propos de la structure des Morterellées ; c¢’est
également notre opinion.

VIII. — Risumi

Nous avons done., dans ce chapitre, confirmé
les résultatsde nos observations antérieures, par

un examen plus rapide d’un certain nombre de

assez voisine de celle que nous avons ohservée chez les levures
avec deux vacuoles polaires et un protoplasme trés dense an
milieu de la cellule. Dans cet espace protoplasmique, 'au-
teur 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'a certains stades du développe-
ment, etl'existence du corps central estloin d’étre démontrée.

(1) Le fait que les. vacuoles pénétrent dans les jeunes bour-
geons ne parait pas étre suffisant pour les faire regarder
comme des hydroleucites ; il est naturel qu'elles s’y intro-
duisent avee le protoplasme.
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levures ou de formes levures; quelques-unes
n‘avaient pas encore'été 1'objet d’observations
histologiques (7' nigra, S. kefir, S. apiculatus).

Comme partout ailleurs, nous avons retrouvé
un noyauwde forme lrés simple, mais dont la pré-
sence est indéniable, et des corpuscules méta-
chromatiques presque toujours localisés dans
les vacuoles. Enfin, comme nous l'avions fait
remarquer antérieurement a propos du D. spe-
cies, il n’existe aucune distinction histologique
entre les formes levures (1) des moisissures et
les véritableslevures, qu’elles appartiennent &
un Dematium ou & un Ustilago.

(1) Nous ne parlons ici que des [ormes levures typiques et
non de celles qui s’écartent des vraies levures par leurs
caracteéres morphologiques. telles que les formes dissociées

des Mucorinées.
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CHAPITRE VIII

Recherches sur les corpuscules
métachromatiques.

Nous avons assimilé les corps réfringents,
que nous avons si souvent rencontrés dans les
vacuoles des moisissures ou des levures, aux
corpuscules métachromatiques de Babes el aux
grains rouges de Biitschli. Nous pensons qu’il
n’est pas inutile, en terminant cette étude, d’in-
sister sur ces corps, signalés dans beaucoup de
micro-organismes qui ont été tres diversement
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 browniens dont ils sont animés,
par leur coloration a I’état vivant par le bleu de
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méthyléne, enfin par la couleur intensive en
rouge qu'ils prennent par beaucoup de maticres
colorantes et notamment par 'hématoxyline et
le bleu de méthylene.

Historique. — Les corpuscules métachroma-
tiques furent .d’abord découverts chez les
Cyanophycées et les Bactériacées. Ernst (1888)
est un des premiers qui ait appelé I'attention
sur ces corps. Cet auteur observe dans un
premier mémoire des corpuscules qui se diffé-
rencient 4 I'aide d’une double coloration au
bleu de méthyléne et au brun de Bismarck :
ils se colorent en brun intense et se déta-
chent sur un protoplasme jaune. Ils ont
une forme essentiellement variable; les plus
gros ont lapect de gouttelettes; ils sont
presque toujours éntourés de plus petits. Ils
se fusionnent entre eux et les uns paraissent
s’accroitre aux dépens des autres. Krnst, qui
ne les avait remarqués que chez des espeéces
ne fournissant pas de spores, est amené a leur
donner la signification d’organes analogues a
des spores.

Dans une étude postérieure, il les retrouve
chez des bactéries sporogénes et il observe
que les spores de ces organismes résultent
de la fusion de ces corpuscules accompa-
gnée d’une modification chimique de leur
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substance. Aussi les désigne-t-il sous le nom de
grains sporogenes ; il serait disposé a leur attri-
buer la valeur de noyaux. Leur résistance a
I’action des liquides de digestion, leur division,
qu'il croit avoir constatées dans certains cas,
Pautorisent a cette conclusion.

Plusieurs années avant Ernst, Neisser (1884)
avait déja décrit des corpuscules analogues. 1l
remarquait que les organismes pourvus de ces
corps manifestaient une plus grande résistance
contre la chaleur que ceux qui n’en possédaient
pas et inclinait a les considérer comme des
spores.

Babes (1889), colorant certaines bactéries et
notamment le bacille de la diphtérie a 'aide
d’une solution de bleu de méthyléne concentrée,
différencie également des granules quise colo-
renten violet ou en rouge dansun protoplasme
bleu. Leur apparition fréquente aux extrémités
des bacilles et dans les endroits ot se produit
la segmentation I'amene a leur attribuer un
role dans la division cellulaire. Hésitant a
en faire de véritables noyaux, il leur donne le
nom plus prudent de corpuscules métachroma-
ligues, que MouUs avons conserve. '

En méme temps, un nombre considérable
d’auteurs signalent ces mémes corps chez les
Cyanophycées et chez les Bactériacées et les
considerent trés diversement, soit comme des
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arthrospores (Hueppe), soit comme desnoyaux
ou plus ordinairement comme des grains de
chromatine disséminés dans le protoplasme
(Schmitz, Strasburger, Steinhaus, Zacharias,
Warlich. Deinega, Protopopoff, Trambusti et
Galeotti, F. Marx, Sjoeebring, Hieronymus,
Mitrophanow, Schewiakoff, Stockmayer, Leef-
fler, Klebs, Crouch. Zukal, Palla, Nadson).

Bunge (1893), reprenant les observations de
Ernst, démontre que les graing sporogénes de
cet auteur sont absolument ¢trangers a la
formation des spores. Il distingue dans les
bactéries deux catégories de granules, les uns
qui se colorent difficilement et qui par leur con-
centration constituent les spores ; les autres
(corpuscules de Ernst et Babes) qui possedent
une grande aflinité pour les ¢colorants et ne par-
ticipent pas a la formation des spores, mais
qu’au contraire on retrouve dans le proto-
plasme mon utilisé, apres apparition des
spores.

Biitschli (1890-1896) différencie également
dans les mailles du protoplasme des Cyanophy-
céeset des Bactériacées des globules sphériques,
(qui prennent une coloration rouge par I’héma-
toxyline et le bleu de méthylene. Ils sont
presque tous localisés dans le corps central
(que Biitschli regarde comme noyau) et pour
cela, cet auteur les considére d’abord comme

GUILLIERMOND. 15
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des grains de chromatine. Dans un second
mémoire, il reconnait 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 microorga-
nismes (Diatomées, Flagellées, algues filamen-

teuses), il renonce a sa premiére maniére de
voir.

Lauterborn (1896), dans une étude histolo-
gique sur les Diatomées, mentionne la présence
de ces grains rouges de Biitschli. 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 a
’état vivant par le bleu de méthyléne, des
Physodes de Crato (1), des Karyoides de

(1) Crato observe chez les Phéosporées et quelques
Chlorophycées des corps réfringents placés dans les noeuds
d'un protoplasme réticulé et qui sont animés de mouve-
ments browniens. Il les désigne sous le nom de Phy-sodes.
Ces corps lui paraissent jouer un trés grand role dans la
nutrition de ces algues. Ils se colorent par le bleu de méthy-
lene & l'état vivant.

Crato montre par une série de réactions microchimiques
quiils < contiennent de la phloroglucine. Comme il les
retrouve dans 'Elodea Canadensis et dans les poils
{d'Urtica pilulifera, il pense que ces corps seraient peut-

étre tres répandus chez les végétaux.,
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Palla (1) et de certains corps découverts par
Raciborski (2) et Schilling chez les plantes
aquatiques.

Le fait qu’ils disparaissent pendant la divi-
sion du noyau lui fait penser qu’ils jouent le
role de produits de réserve.

Fischer (18¢97) considére ces granules comme
des produits de réserve ou d’assimilation ; il
ignore si ce sont des hydrates de carbone ou
des matieres protéiques.

Kunstler et Busquet (1897) retrouvent les
grains rouges chez un trés grand nombre de
microorganismes (Ciliées, Flagellées, Sporo-
zoaires, urnes parasites des Siponcles) et pensent
qu'ils résultent simplement d’un phénomeéne
de diffraction, sans présenter aucune autre va-
leur morphologique commune. Ces colorations
rouges s’observeraient en effet dans des condi-

(1) Palla remarque dans les Conjuguées des corps situés
antour du chromatophore dans le voisinage du noyau, qui
se colorent par I'éosine et qui sont animés de mouvements.
[l estime que ce seraient peut-étre des corps nucléaires
comparables aux micronucleus des infusoires. Il leur
donne le nom de Karyoides.

(2) Raciborsky et Schilling ont découvert chez certaines
plantes aquatiques (feuilles de Myriophyllum) des granules
réfringents ressemblant & des globules d'huile el placés
autour du noyau. Ces corps se colorent 4 I'état vivant par
le bleu de méthyléne et présentent avec les solutions de

vanilline la réaction de la phloroglucine.
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tions trés diverses, non seulement en présence
de presque toutes les matieres colorantes, mais
par laction de certains réactifs chimiques et
méme dans le protoplasme vivant.

Matruchot et Molliard (19oo) constatent dans
le Stichococcus *bacillaris la présence de grains
rouges, qui augmentent de nombre, lorsqu’on
ajoute a ’eau dans laquelle il vit une certaine
quantité de suere ou de peptone. Aussi croient-
ils pouvoir leur attribuer le role de matiéres de
réserve,

Les corpuscules métachromatiques dohnérent
lieu, dans ces dernieres années, a un grand
nombre de travaux chez les bactéries. Vlad Ru-
sicka, Ziemann, Wagner, Meyer, Feinberg,
Nakanishi, Hinze ont décrit des noyaux qui
paraissent se rattacher a ces corps. Tout dernie-
rement encore H. Marx et Woithe (19o0) dans
une longue étude surles corps de Ernst et Babes
montrent: qu’ils n’apparaissent que dans les
meilleures conditions et au moment du maxi-
mum de vitalité des baetéries. I1sles considérent
comme des grains de chromatine dont la différen-
ciation ne se produirait qu’a certains moments.

Leur présence serait en relation avec la viru-
lence d’une culture ; elle pourrait servir de cri-
térium du degré de virulence des bactéries et
¢tre utilisée dans le pronostic des maladies.

Cette assertion fut longuement discutée dans
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ces derniers temps. Krompecher, Ascoli, Gauss
(19o1-19n2) reprirent la question et n’arriverent
pas & vérilier cette prétendue loi.

Krompecher (19o1) distingue dans les bac-
téries deux catégories de granules: les uns
" sont contenus dans un protoplasme périphé-
rique et se teignent en bleu foneé parle bleu
de méthyléne ; ce se aient les corps de Ernst et
Babeés. Les autres, placés dans une zone hyaline
qui oceupe le centre de la cellule, prendraient
une coloration rouge par le bleu de méthylene.
[1 donne & ces derniers le nom de corpuscules
métachromatiques ; ce sont eux qui formeraient
‘les spores en se concentrant. Au moment ou ils
naissent, ils sont tres petits et ne s’apercoivent
que par une coloration rouge uniforme qu’ils
donnent au protoplasme hyalin du centre de la
cellule (1).

(es divergences d’appréciation décident
Ernst (1go2) a reprendre ses recherches sur
la structure des bactéries. 11 étudie un’grand
nombre de battéries et de champignons, qu’il

colore a Détat vivant au moyen du rouge

(1) Ces deux catégories de corps nous paraissent ctre
identiques: leur distinetion reposerait peut-étre unigue-
ment sur les variations de coulenr que présentent les corpus-
cules métachromatiques vis a.vis du blen de méthylene qui
donne tantot des colorations bleu foncé. tantot des colora-

tion violettes.
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neutre ou du bleu de méthyléne. Il remarque
de nouveau les corps qu’il avait précédemment
signalés: ces icorps, trés variables par leurs
dimensions, sont animés de mouvements dans
I'intérieur des vacuoles dans lesquelles ils sont
presque toujours contenus ; les uns se colorent”
intensivement, les autres ne fixent pas les
matiéres colorantes. [l constate qu’ils sont
capables de se diviser (1). Souvent aussi ils
sont expulsés de la cellule, traversent la mem-
brane et on les retrouve dans le milieu ambiant.
tout autour des cellules (2).

Ernst abandonne sa premieére opinion et les
considere désormais comme des plasmosomes.
analogues a ceux d’Altmann et d’Arnold.

Ces mémes corps ont été souvent retrouvés
chez un certain nombre de champignons; ils
y ont été jusqu’ici fort mal étudiés. Beaucoup
d’observateurs, s’occupant uniquement de mor-

(1) Nous avons observé de notre coté des figures ou les
corpuscules métachromatiques paraissaient se diviser et il
est possible, qu'au moment de leur dissolution, leur diminu-
tion de taille provienne en partie de leur fragmentation,

(2) Le fait nous parait étrange ; nous avons bien remarqué
dans les vieilles cultures des cellules entourées d'un grand
nombre de granules réfringents, mais ces granules ne se colo-
raient jamais et nous ne nous sommes pas demandé s’ils pro-
venaient d'une séerétion des cellules ou du milieu de culture.
Quoi qu'il en soit, il nous parait inadmissible qu'ils soient

dus i une expulsion des corpuscules métachromatiques.
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phologie, ont signalé des granules réfringents
animés de mouvements browniens dans Uinté-
rieur des vacuoles, mais sans se préoccuper de
leur signification.

Dangeard parait les avoir pris dans beau-
coup de cas pour des globules d’huile avee
lesquels ils ont une grande ressemblance.
Cependant dans un dernier mémoire sur le
Polyphagus Eunglence, il découvre des corps
d’apparence globulaire qu’il avait d’abord pris
pour des globules oléagineux et qu’il consi-
dére maintenant comme des ¢léments de nature
et de role inconnus qu’il désigne sous le nom
de ceenosphéres. Ces corps, bien qu’ils ne
paraissent pas avoir absolument les mémes
caractéres que les corpuscules métachroma-
tiques, pourraient peut-étre s’y rattacher.

Biitschli constate la présence des grains
rouges chez quelques champignons mycéliens.

Babes et Protopopoff avaient ¢galement
retrouvé chez I Actinomy-ces les mémes granules
qu’ils avaient différencics chez les bactéries.

Vlad-Rusicka, Ziemann, Krompecher, men-
tionnent chez certains champignons la présence
de corpuscules fortement colorables par le bleu
de méthylene.

Maire et Guégen figurent les corpuscules
métachromatiques ’un  chez 1'U. maydis,
I'autre chez le P. glaucum.
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Biffen observe dans une moisissure trouvée
par lui dans la noix de coco des cor ps qu’il dis-
tingue des noyaux et qu’il décrit comme grains
de protéine. C’est tres probablement aussi i ces
corpuscules métachromatiques qu’il faut ratta-
cher les grains de protéine trouvés par H: wrtog
chez les Saprolégniacées

Beaucoup d’auteurs lcs ont signalés chez
les levures, en leur donnant des significa-
tions diverses, mais fort peu ont eu I'idée de
les comparer avec les granules observés chez
les bactéries. Ils les consideére nt, comme nous
I’avons vu au cours de notre trav: ul, soit comme
des grains de chromatine, soit comme des pro-
duits de dégénéresc ence, soit comme des glo-
bules d’huile, soit enfin comme des prmlul[a de
réserve (protéine, ou maticre nueléo-albumi-
noide). (Krasser, Raum, Mceller, Hie ronymus,
Fischer et Brebeck, Eise nschitz, Curtis, Busca-
lioni, Janssens et Leblane, Casagrandi, Wager,
Kunstler, R. et W. Albert, KErnst).

Tokishige a déerit chez une levure e pathogene
des globules de taille variable qu’il prend pour
des spores et qui paraissent étre aussi des
corpuscules métachromatiques. (Comparez les
figures de la planche IX 4 celles de Tokishige.)

Seuls, Raum et Kunstler ont cherché a les
mettre en relation avee les corpuscules des bac-
téries, le premier en les rapprochant des grains
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'
sporogeénes de Ernst, 'autre en les assimilant
aux grains rouges de Biitschli.

Les corpuscules métachromatiques se ren-
contrent done chez un grand nombre de micro-
organismes (protozoaires, algues. champi-

.gnons), et paraissent avoir un role important

dans leur vie.

Action des colorants. — Nous avons vu preé-
cédemment que ces corpuscules prenaient une
coloration rouge avec la plupart des matiéres
colorantes.

Le bleu de méthylene les colore al’état vivant
comme I’a fait remarquer Lauterborn. Si I'on
porte, en effet, quelques cellules vivantes
dans une solution de bleu de méthyléne, le
protoplasme reste ordinairement incolore, et
les corpuscules métachromatiques fixent la
couleur, tout en conservant leurs mouvements
bhrowniens dans Uintérieur des vacuoles.

Ces corpuscules métachromatiques ne parais-
sent pas jouir des mémes propriétés avec les
autres matiéres colorantes.

Un fait qui mérite d’appeler notre attention
est la variabilité que peut présenter la colora-
tion de ces corps. Certains fixateurs, tels que
I’alcool, le sublimé ou la chaleéur, sont tres
favorables a leur coloration; au contraire

I’acide picrique, la solution de Flemming peu-
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vent l'entraver et il est nécessaire de sou-
mettre les objets fixés par ces procédés a un
tres long lavage, si lon veut obtenir leur
différenciation.

De plus les colorations peuvent, avec une
meéme matiere colorante, donner des teintes tres .
différentes suivant la durée de la coloration ou
de la décoloration.

[’hématoxyline donne aux corpuscules méta-
chromatiques, au bout de quelques minutes,
une teinte rouge pourpre; sil’on prolonge un
peu plus longtemps la durée de la coloration,
la teinte rouge s’assombrit et passe au rouge
loncé ou noiratre. La partie phériphérique de
ces corpuscules, lorsqu’ils atteignent un dia-
metre un peu élevé, apparait toujours avec une
teinte beaucoup plus foncée que le centre.

Ces corps se différencient les premiers avec
’hématoxyline, avant méme que le protoplasme
et le noyau aient commencé a subir 'action du
colorant, et ils résistent les derniers a la déco-
loration. Les solutions d’alun & 1 p. 100 les
décolorent cependant assez facilement, en con-
servant la coloration du noyau.

Avec I'hématoxyline au fer, les corpuscules
métachromatiques se colorent intensivement en
noir, mais presque toujours 'ils disparaissent
avant le noyau lorsque les préparations ont été
décolorées longtemps a Palun de fer.
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" Le bleu de méthylene fournit des colorations
extrémement variables : tantot les corpuscules
ilI)p:l[‘.’liHSCIlt d’un bleu intense. tantot ils ont
un reflet violet, tantot enfin ils sont nettement
rouges et cette inégalité de coloration peut
exposer i de graves erreurs. On peut dire d’une
maniére 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 coloralion rouge carac-
téristique (P1. IX, fig. 17 a 25).

De méme que I’hématoxyline, le bleu de
méthyléne fait apparaitre les corpuscules méta-
chromatiques avant que le reste de la cellule
ait commenecé a fixer la couleur. Mais contrai-
rement & ce que l'on observe avec I'’héma-
toxyline, leur décolo -ation se fait trés rapide-
ment et précede celle du protoplasme. Il ne
faut done¢ pas prolonger trop longtemps le
lavage ; cependant si 'on prend la précaution
de le surveiller au microscope, on peut arriver
a un point ou les corpuscules se montrent
tous colorés en rouge pale avec une ‘enve-
loppe d’une nuance plus intense et d’un bleu
violacé.

On obtient alors de trés intéressantes prépa-
rations ou ces corpuscules apparaissent tres
nettement avee leurs formes et leurs caractéres

spéciliques. Tantot on en trouve d’énormes,
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ordinairement sous forme de grosses boules
sphériques, rarement ovales: quelquefois leur
contour estirrégulier et cette irrégularité parait
occasionnée par une fusion récente de plusieurs
de ces corps. Tantot ce sont de petits granules
assemblés les uns autour des autres et se dispo-
sant a se [usionner.

Dans le cas ou il se produit des phénomenes
de dissolution, ils paraissent prendre une cou-
leur rouge ou violette plus accentuée, puis dimi-
nuent de taille et de nombre; on ne les voit plus
que sous forme de petites granulations e
couleur violacée, englobées d’une substance
paraissant liquide, qui se colore avec la méme
nuance rouge pale que nous venons de signaler
au centre de ces corps, dans les préparations
bien déeolorées, obtenues avee le bleu de méthy-
[éne. Il semble done que dans les stades de
dissolution la coloration devienne beaucoup
plus franchement rouge.

De méme, lorsqu’on presse une préparation
colorée par le bleu de méthyléne ou par I’héma-
toxyline, de facon a écraser les corpuscules
métachromatiques,ceux-ciprennent une nuance
d’un rouge plus accusé.

Avec le bleu polychrome la coloration de
ces corpuscules métachromatiques est toujours
d'un rouge vif.

Le vert de méthyle produit des colorations
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d’abord d’un vert intense, qui prennent une
nuance violacée, rarement rougedtre, si l'on
prolonge la coloration. La teinte violette ou
rougeatre esl également plus accentuée au
centre de ces corps qu'a la périphérie.

Le violet de gentiane; le violet de méthyle
colorent également les corpuscules métachro-
matiques avec la couleur rouge caractéristique.
[.a fuchsine, le rouge de Magenta, le carmin.
la safranine les teignent en rouge fonecé.

Les mélanges de fuchsine et de bleu de méthy-
lone ou de vert de méthyle donnent au proto-
plasme une couleur violette et aux corpuscules
une teinte vert ou bleu intense, sile vert de
méthyle ou le bleu de méthylene sont en
(quantité suffisante : dans le cas contraire, les
corpuscules fixent la fuchsine.

Les mélanges de bleu de méthylene el
&’éosine colorent le protoplasme en violet et les
corpuscules en bleu intense avec parfois des
reflets violacés.

LLe brun de Bismarck n’agit sur les corpus-
cules métachromatiques que lorsque la prépa-
ration est chauffée et leur donne alors une belle
coloration d’un brun rougeatre avec une paroi
plus sombre que le centre.

[.es mélanges de brun de Bismarck et de bleu
de méthylene teignent le protoplasme en jaune
et les corpuscules se détachent en brun foncé.

SCD Lyon 1




LG

Dans les doubles colorations & iodo-iodure
de Gram et au vert de méthyle, employées
par nous pour différencier a la fois les corpus-
cules et le glycogéne, ces corps prenaient égale-
mentune teinte d’un brun foncé.

La nigrosine parait donner aux corpuscules
métachromatiques une tres légére nuance noi-
ratre. L’¢osine, le rose de Bengale, le rouge du
Congo, les laissent toujours incolores.

Cette longue énumération des caracteres de
ces corps vis-a-vis des colorants était indispen-
sable pour essayer d’éclaircir le probléme de
cette métachromasie qui les caractérise.

Nous avons vu que Kunstler et Busquet
Pattribuent a un simple phénoméne de diffrac-
tion et non a une coloration. Ces phénomeénes
de diffraction trés fréquents dans le protoplasme
des microorganismes laisserait a penser, d’apres
eux, que ces corps ne correspondraient &
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 dimen-
sions considérables et se distinguent tres faci-
lement & I'état frais. Mais pour ce (ui regarde
Lexplication de cette coloration, la (question
est un peu plus délicate. Il ressort de I’examen
que nous venons de faire que cette teinte n’est
pas toujours rouge: elle peut étre bleu foncé
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avec le bleu de méthyléne et verte avec le vert
de méthyle suivant certaines circonstances.
Avec les mélanges de brun de Bismarck, de
bleu de méthylene avecle vert de méthyle apres
traitement a 'iodo-iodure de potassium, elle est
d’un brun noirdtre; avec I’hématoxyline de
Heidenhain, elle est noir foncé. Le fait de la
coloration est done indéniable.

Quant & la métachromasie, elle est sujette a
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 apparaitrait
aveeune nuance beaucoup plus voisine de celle
du colorant employé. 11 semble donc que la colo-
ration puisse s’eflectuer comme ¢’il existait dans
ces corpuscules un mélange de deux substan-
ces, dont l'une, plus abondante au centre,
jouirait de propri¢tés métachromatiques vis-a-
vis de beaucoup de colorants, et dont Tautre
se colorerait plus normalement. Suivant que
l'une serait plus colorée que 'autre, ils parai-
traient plus ou moins métachromatiques et
ainsi s'expliqueraient ces singulieres varia-
tions (ue nous avons observées avec une meme
matiere colorante. Le fait que la couleur ronge
est toujours plus manifeste lorsqu’on écrase la

pr(rpal-al.inn et dans les phélmm{fues de disso-
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lution parait d’accord avec cette maniére de
voir.

D’autre part, si on fait varier le point de
Pobjectif dans une préparation colorée, Ia cou-
leur rouge de ces corpuscules conserve tou-
jours la méme teinte, sans subir aucune modifi-
cation. D’un autre c6té, nous avons essayé
Paction d’un grand nombre de réactifs chimi-
ques, qui, contrairement & ce qu’avaient cru
remarquer Kunstler et Busquet, ne nous ont
Jamais donné de phénoménes de diffraction.
Nous croyons done pouvoir aflirmer, bien que
Fon ne connaisse aucune substance capable
de faire virer au rouge le blen de méthy-
Iéne (1), qu’il s’agit bien, comme le pensait
Biitschli, d’un phénoméne chimique qui modi-
lierait les mati¢res eolorantes et non de phéno-
menes physiques comme le voudraient Kunstler
et Busquet.

Action des réactifs chimiques. — Nous
avons cherché a nous éclairer sur la nature de
ces corps en observant la maniére dont ils se
comportent devant quelques réactifs chimiques.

(1) Massart a attribué cette coloration i la présence de
rouge de méthyléne dans le bleu de méthyléne, mais s'il en

€élait ainsi, on ne remarquerait pas des phénomeénes ana-

logues avee d'autres maticres colorantes (violet de gentiane,
hématoxyline, vert de méthyle ).
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Nous avons déja dit qu’ils ne possédaient pas
les propriétés de la nucléine. Ces faits sont loin
de correspondre aux réactions observées par
les différents auteurs qui les ont étudiés : les
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
a colorer les cellules apres les avoir traitées par
divers réactifs chimiques; ornous avons vu que
ces corpuscules étaient susceptibles de perdre
trés rapidement leur aflinité pour les matieres
colorantes et souvent de ne pas la retrouver
méme aprés un lavage prolongé. Il est donc
nécessaire de ne pas attacher trop d’importance
aux ‘colorations, qui ne prouvent pas grand’
chose et de choisir pour ces études des orga-
nismes suflisamment gros pour pouvoir s’ap-
puyer exclusivement sur un examen sans
coloration. Enfin il faut tenir compte de la
membrane qui dans beaucoup de cas peut étre
un obstacle sérieux a la pénétration des réactifs.
Aussi ne peut-on attribuer qu’une valeur tres
relative & la microchimie et ceci nous per-
mettra de passer rapidement sur cette question.

Quoi qu’il en soit, ces corps nous ont paru
résister aprés un traitement de quarante-huit

GUILLIERMOND. 16
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henres ‘dans la pepsine additionnée d’acide
chlorhydrique et a 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. cere-
pisice une enzyme protéolytique d’une tres
grande énergie. En placant les cellules: de
levures tuées a 'aide de ce procédé dans I'ean
distillée a 25°, cette enzyme digére toutes les
substances albuminoides contenues dans les
cellules. Ils colorent ces dernieéres a tous les
stades du phénomene et constatent dans le
protoplasme des granules assimilables aux gra-
nules de Hieronymus qui résistent a I'enzyme.
I1s les considérent donc comme étant peut#étre
de.nature nucléique.

D’autre part, nous avons obtenu avec le réac-
tif de Millon une teinte rose du protoplasme,
mais jamais de corpuscules. Cet ensemble de
faits ne parait pas devoir les faire considérer
comme des matiéres protéiques.

Lauterborn les rapproche, comme on a vu,
des physodes de Crato, qui d’apres cet auteur
seraient surtout formés de phloroglucine. Nous
avons essayé avec beaucoup de soin chez

un grand nombre de c]mmpignuns les réac-
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tions indiquées par Crato et entre autres la
vanilline dissoute dans l’acide 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 physodes se colorent a I’état
vivant par le bleu de méthyléne ne nous parait
pas suflisant 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-étre recueillir
d’utiles renseignements sur ces corps, par
I’examen histologique de cultures provenant de
milieux de composition chimique variée. Pour
cela nous avons employé le liquide Raulin,
que nous avions remarqué comme tres favo-
able a leur production. Nous supprimions
les matiéres organiques : sucre, acide tar-
trique;, ou bien nous éliminions tous les
corps azotés (azotate d’ammoniaque, phosphate
d’ammoniaque, sulfate d’ammoniaque); nous
prenions certaines précautions pour éviter au-
tant que possible les impuretés (1) (lavage du

flacon et séjour des spores a ensemencer dans

(1) Il est évident que les liguides ainsi composés ne pou-
vaient étre que d'une pureté trés relative. D’ailleurs. s'ils
avaient été chimiquement purs, le champignon n'aurait pas

trouvé les aliments nécessaires pour se développer.
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Peau distillée, etc.), et nous comparions les
résultats obtenus a 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 I'abondance des
corpuscules métachromatiques, par leur dimen-
sion et leur facilité d’alimentation, présen-
taient les conditions les plus favorables (Sterig.
nigra, Asp. variabilis, P. glaucum, D. species),
quelques levures ne produisant pas de spores
(S. mye. vini, S. m. cerepisice, Mon. candida,
End. albicans).

Malheureusement ces expériences ne nous
donnérent pas les résultats que nous attendions.

Les champignons cultivés sur le liquide
Raulin complet fournissaient une grande abon-
dance de corpuscules métachromatiques et ceux
ensemencés sur les liquides sans matieres orga-
niques ou sans azote en donnaient également,
mais en trés faible quantité. Cependant il nous
a semblé dans certains cas que ces corpuscules
étaient légerement plus nombreux dans les
liquides renfermant de l'azote que dans ceux
qui en ¢taient dépourvus. D’autre part, les
liquides tres riches en azote (peptone) en pro-
duisaient une quantité un peu plus forte que les
milieux ou I’élément dominant ¢tait hydro-
carboné.
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Rile. — On a beaucoup discuté sur le role
des corpuscules m'étuehmmatiqucs. En dehors
des nombreux auteurs qui les ont confondus
avec des grains de chromatine, il en est quel-
ques-uns qui les ont pris pour des produits de
dégénérescence protoplasmique, trés peu les
ont considérés comme matiéres de réserve
(Iischer, Lauterborn, Matruchot et Molliard).

L’ensemble de nos observations parait cepen-
dant leur attribuer définitivement ce réle. Leur
présence dans les filaments en voie de crois-
sance, leur pénétration dansles bourgeons, leur
abondance dans les parties fructiféres des moi-
sissures, leur absorption dans I’épiplasme des
Ascomycetes et des levures, leurs phénoménes
de dissolution apparaissant régulierement chez
les levures avant la formation des spores, tout
est d’accord avec cette maniére de voir. En
outre, la quantité de ces corpuscules, de méme
que celle du glycogene, est trés variable d’une
cellulée a l'autre, et dans une méme culture,
on trouve des cellules qui en sont largement
pourvues et d’autres qui n’en contiennent pas
ou treés peu. Elle peut méme varier d 'une espéce
a lautre et tandis que certains champignons,
tels que le D. species, en renferment une richesse
considérable, d’autres, tels que 1’O. lactis et le
Sch. octosporus, en présentent fort peu.

Les colorations au bleu de méthylene nous
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donnent sur ce point des renseignements tres
intéressants. Lorsqu’on traite un [ragment de
mycélium de Dematium a ’aide de ce colorant
et qu’on 'examine avec soin, on aper¢oit, outre
les parties ou le protoplasme se teint nettement
en bleu clair, certains endroits des filaments,
oi tout le protoplasme prend une couleur vio-
lette comme si les corpuscules métachromati-
ques s’étaient dissous en un liquide imprégnant
ce protoplasme (Pl. IX, fig. 24). Nous avons
constaté des faits semblables dans les tétes
fructiféeres des Aspergillus et du Pen. glaucum,
et dans les jeunes spores des levures. Ces faits
doivent étre rapprochés des phénomenes de
dissolution que nous avons préalablement
déerits dans la sporulatinn el que nous avons
retrouvés a certains stades de développement
du M. candida.

Enfin lorsqu’on pla¢e une portion de mycé-
lium ou une certaine quantité de levures dans
de I'eau distillée, on remarque ‘que les corpus-
cules 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 dissolu-
tion. Au bout de quarante-huit heures, il n’en
existe ordinairement plus qu’a 1’état exception-
nel et la couleur violette du protoplasme a
disparu.
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Cependant ces corps, dont le nombre diminue
beaucoup a mesure que les cultures vieillissent
ou cessent de croitre, semblent toutefois pou-
voir subsister fort longtemps apres la fin du
développement. Nous avons examiné, a ce
point de vue, un grand nombre de cultures de
divers champignons; au bout de plusieurs mois,
nous trouvions des. cellules ne 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; ailleursdes globulesd’huile,
un certain nombre de corpuscules métachroma-
tiques et du glycogene ; 1!’:111“’05 cellules enfin
montraient un protoplasme coloré en violet par
le bleu de méthylene et possédaient un peu de
glycogene.

Ces faits correspondent en somme a ceux
qu'on a observés chez les bactéries ou la
présence de ces corps semble liée.avee le maxi-
mum de vitalité de 'organisme, 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 role peut-étre aussi important que

le glycogéne.
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RESUME

Nous sommes donc arrivé par des obser-
vations précises a déterminer quelques-uns des

caracteéres essentiels des corpuscules métachro-
matiques ; ces caracteéres peuvent se résumer de
la maniére suivante.

1° Ces corps sont trés variables de formes et
de dimensions; cependant la plupart du temps
ils sont sphériques. Ils paraissent pouvoir se
fusionner les uns avec les autres.

2’ Leur coloration présente une grande varia-
bilité, mais ils se comportent comme ¢’ils
étaient constitués dé deux substances, dont
I'une, localisée au centre, parait surtout méta-
chromatique.

3 A certains stades du développement ces
corpuscules subissent des phénomenes de disso-
lution dans Dintérieur des vacuoles qui les
renferment et paraissent étre absorbés par le
champignon.

4° 1ls doivent jouer le rdle de substances de
réserve, mais leur nature resie inconnue.
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CHAPITRE IX

Considérations générales et conclusions

[. — ETAT ACTUEL DE LA QUESTION

Malgré de trés nombreuses observations
publi¢es «depuis une vingtaine d’années, la
question de la structure des levures, et particu-
licrement de leur noyau, est restée trés obscure.
La plupart des auteurs qui ont étudié ce sujet
ont abouti & des conclusions contradictoires.
Les uns, tels que Meeller, Buscalioni, Bouin,
Janssens et Leblanc admettent 'existence d’un
noyau. Pour d’autres, ces organismes contien-
draient des granules fortement colorables, dissé-
minés dans le protoplasme, et que la plupart
considérent comme des grains de chromatine
(la présence de la nucléine ayant été démontrée
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par I'analyse de Kossel); tels sont : Raum.,
Hieronymus, Eisenschitz, Curtis, Macallum.

Cependant Wager dans un travail trés précis
a paru un moment résoudre ce probléme 8&i
complexe du noyau des levures. Il trouve dans
les cellules des levures un organe sphérique et
homogeéne (noyau des auteurs) qu’il consideére
comme un® nucléole. Ce corps est toujours
accolé a la vacuole, cette derniére renfermant
des granules fortement colorables qui, d’apres
lui, représenteraient des éléments chroma-
tiques.

Le noyau de ces organismes élémentaires
serait done réduit a I'état d’une simple vacuole
remplie de granules chromatiques et d’un
nucléole périphérique. Cet état représenterait '
un stade primitif du développement phylogé-
nétique dunoyau. Wager, ayant cru remarquer
une organisation analogue chez une Mucorinée,
pense que cette structure serait peut-étre com-
mune aux champignons inférieurs.

II. — METHODES SUIVIES PAR NOUS

L]
Nous avons cherché a vérifier ces observa-
tions et nous avons essayé par de méticuleuses

recherches a débrouiller cette question si con-
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fuse. Pour cela, nous nous sommes attaché a
observer de trés pres les différents stades du
développement cytologique de moisissures qui,
par leur dimension,'présentaient plus de com-
modité que les levures, et a 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 tres grand
nombre.

Partant de cette méthode, nous avons com-
paré les résultats ainsi obtenus avec ceux don-
nés par les levures dans des conditions
analogues. Nous avons trouvé - d’excellents
types de moisissures avec le Dematium (spe-
cies) et I'O. lactis, qui présentent dans leur
développement des formes de levures dont on
pouvait comparer la structure a celle du mycé-
lium et a celle des véritables levures.

[TI. — RESULTATS

A. Moisissures (Dematium species. Oidium
lactis). — Au début de son développement, le
Dématium species présente un protoplasme
d’une apparence homogéne, parfois légérement
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granuleux. Ce protoplasme se creuse peu a peu
de petites vacuoles dans lesquelles sont conte-
nus quelques granules de formes trés variables,
mais dont les plus gros sont animés de mouve-
ments browniens et sont visibles a I'état frais,
sous forme de globules réfringents, rappelant
des gouttelettes d’huile. Ces granules sont dis-
posés régulierement dans chaque vacuole, soit ‘
sous .forme de grosses sphérules, soit a I’état |
d’agglomérations de trés petits éléments, offrant -
dans leur ensemble un aspect souvent réticulé,
se rapprochant des réseaux chromatiques des
noyaux. Ils apparaissent d’autant plus nom-
breux que le développement du champignon est
plus actif et que les conditions sont plus favo-
rables.

Au moment de la formation des conidies
levures et de leur bourgeonnement, on remar-
que quune partie de la vacuole se trouvant
immédiatement au-dessous de leur point de
naissance envoie un diverticulum, qui s’intro-
duit dans les jeunes bourgeons, entrainant
avec lui une certaine portion des granules.

2 Ces granules se caractérisent facilement par
leur coloration rouge avee I’hématoxyline et le
bleu de méthylene, qui offre un des plus beaux
exemples de métachromasie. Cette propriété
ainsi que tous leurs caractéres nous les ont fait
assimiler a des corps souvent rencontrés chez
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les Bactériacées, que Babes désigne sous le nom
de corpuscules métachromatiques et auxquels
Biitschli a donné le nom de grains rouges. Nous
avons conservé la premicre désignation en
raison de sa priorité.
Au fur et a mesure que le champignon se ‘|
développe, les vacuoles s’accroissent, se fusion-
nent, et finisscnt par remplir la totalité des
articles, le protoplasme étant réduit a I'état
d’une mince couche pariétale, Les corpuscules
métachromatiques augmentent de nombre, se 0
fusionnent et constituent de gros globules
sphériques remplissant les vacuoles et pouvant
atteindre des dimensions considérables.
A certains endroits, ces corpuscules parais-
sent disparaitre et le protoplasme coloré avec le
bleu de méthyléne, ordinairement bleu, prend
une teinte violacée, qui parait résulter de leur
dissolution. )
Le Dematium species ne renferme qu’excep-
tionnellement du glycogene et lorsque celui-ci
existe, il se diffuse dans I'intérieur des vacuoles. Al
Dans les vieilles cultures, le protoplasme
entre graduellement en dégénérescence et se
transforme en globules d’huile qui se distin-
guent des corpuscules métachromatiques par
leur incolorabilité vis-a-vis des matiéres colo-
rantes et par leurs propriétés chimiques. Les

corpuscules métachromatiques disparaissent en

SCD Lyon 1 |




— 32bf —

grande partie. Par la manieére dont ils se com-
portent dans le développement du champignon,
ces corps paraissent done jouer le role de
matiéres de réserve.
Les noyaux se distinguent des corpuscules
' métachromatiques par leur forme et leurs
dimensions a peu prés constantes. Le procédé ' |
de Heidenhain permet de les mettre en évidence
avec beaucoup de netteté. L’hémalun diffé- |
rencie trées bien les granulations métachroma- |
- tiques qu’il colore en rouge vif, des noyaux |
qui apparaissent en bleu avec une teinte un peu ' |
plus pale.
Ces noyaux sont en nombre variable dans

chaque article. Ils sont logés dans les espaces

protoplasmiques qui séparent les vacuoles. |
Rarement ils sont en contact avec les vacuoles.

Leur constitution est simple : un nucléo-
hyaloplasme incolare entouré d’'une membrane

colorée et un corps sphérique accolé a la mem-

brane, qui parait constituer la masse chroma-
. tique duo noyau. Nous désignons ce corps,
considéré souvent comme nucléole, sous le nom
peut étre plus correct de chromoblaste.
Ces noyaux ressemblent beaucoup a ceux
qui ont été représentés dans le mycélium des
Ascomycetes et des Basidiomycetes.

La division s'effectue par un procédé trés

simple que certains auteurs ont considéré
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comme un mode intermédiaire entre 1’amitose
et lamitose. Il se scinde d’abord en deux parties,
ayant quelquefois la forme de dem i-disques se
regardant par leur face diamétrale et entourées
d’'une méme gaine de nucléoplasme ; puis le
nucléoplasme se sépare & son tour et donne lieu
a la formation de deux noyaux distincts. Nous
avons obtenu de tres belles colorations de eces
phénomeénes et comme dans aucun cas nous
n‘avons pu apercevoir la plus petite trace de
diflérenciation dans la chromatine pendant ces
stades, nous nous croyons autorisé i faire
rentrer cette division dans la catégorie des
amitoses.

Les formes levures posseédent la méme strue-
ture, Il n’existe typiquement qu’un seul noyat
par cellule. Ce noyau est situé ordin@irement
au centre, chacun des deux poles étant occupé
par une vacuole chargée de corpuscules méta-
chromatiques.

La structure de I'Oidium lactis différe peu de
celle du Dematium species, mais tandis que le
champignon précédent présentait une richesse
exceptionnelle de corpuscules métachroma-
tiques, I’0). lactis n’en contient qu’une tres
petite quantité. Au contraire il renferme une
grande abondance de glycogene localisé dans
les vacuoles.

Les oidies et les formes levures de cette moi-
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sissure ressemblent beaucoup au Schizosac-
charomyces pombe, mais s’en distinguent par
leur structure toujours plurinucléée.

B. Levures. — Les levures nous ont montré
une structure absolument conforme a celle que
nous venons de décrire chez .ces deux moisis-
sures : corpuscules métachromatiques localisés
dans les vacuoles et noyau nettement carac-
térisé.

Protoplasme. — Elles montrent dans les pre-
miers stades de leur développement un proto-
plasme d’apparence homogene, dans lequel
naissent de petites vacuoles contenant quel-
ques corpuscules métachromatiques. Dans- la
suite ces vacuoles augmentent de volume;
leur ensemble offre quelquefois un aspect
alvéolaire rappelant les structures décrites par
Biitschli; le plus souvent elles se fusionnent en
une seule vacuole qui contient alors un grand
nombre de corpuscules métachromatiques de
formes et de dimensions trés variables. Clest
cette vacuole et les corpuscules qu’elle renferme
que Wager a considérés comme partie inté-
grante du noyau.

On remarque souvent une curieuse localisa-
tion du glycogene et des corpuscules métachro-
matiques dans des vacuoles distinetes que
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Wager avait déja observée en décrivant des
vacuoles nucléaires et des vacuoles glycogé-
niques.

Cette particularité parait 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 A corpuscules
métachromatiques imprégnées d’une petite
quantité de glycogéne.

Chezle S. cerevisice ot nous avons suivi tres
soigneusementle développement dansle liquide
de Mayer, la vacuole a corpuscules métachro-
matiques existe seule au début et ce n’est qu’au
bout de vingt-quatre ou quarante-huit heures
que nait a coté d’elle une vacuole glycogénique
qui augmente progressivement et repousse la
vacuole primitive a la périphérie de la cellule.

Cette derniere finit par disparaitre et les
cellules sont alors transformées en de véritables
glandes a glycogéne, constituées d’une mince
couche protoplasmique, accolée & la membrane
avec quelques corpuscules métachromatiques,
et d’'une énorme vacuole glycogénique occupant
tout le reste de la cellule. Dés que la fermen-
tation commence a se ralentir, cette vacuole
diminue peu a peu de volume, la vacuole a
corpuscules métachromatiques se reforme et
les cellules reprennent leur état primitif.

GUILLIERMOND. - 17
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Dans les levures allongées, la vacuole a cor-
puscules subsiste d’ordinaire pendant tout le
développement etil se forme soit aux deux poles ;
soit en un endroit indéterminé de la cellule des
vacuoles renfermant du glyeogéne.

Les vacuoles glycogéniques contiennent par-
fois de trés petites granulations capables de se
colorer légérement. Il est possible que ce soit
une coloration partielle du glycogene.

Ces diverses dispositions, bien qu’assez géné-
rales, ne méritent cependant pas qu’on leur
accorde trop d’importance,carellesdépendent de
la composition chimique du milieu, qui favorise
: ou entrave la formation du glyeogcne, et peut-

étre bien aussi de certaines influences physiques.
Retenons toutefois que les vacuoles sujettes a
de grandes variations ne paraissent pas pouvoir
étre considérées comme des hydroleucites.

Dans les cultures adgées, on observe des phé-
noménes de dégénérescence analogues a 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 diflicile-
ment des corpuscules métachromatiques. Cer-
tains auteurs les ont confondus, considérant
ces deux catégories de corps comme des glo-
bules d’huile (Casagrandi).
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Un procédé de double coloration, & 1’héma-
lun et & Pacide osmique, nous a permis de les
différencier, en brunissant les globules d’huile
et en colorant les corpuscules métachroma-
tiques en rouge. D’ailleurs les premiers ne fixent
jamais les colorants nucléaires et possedent
une plus grande consistance et une moindre
réfringence que les globules d’huile.

Noyau. — Lenoyau a beaucoup de ressem-
blance avec celui que nous avons trouvé chez
les moisissures. Il se différencie également en
bleu mat avec ’hémalun, et I’hématoxyline de
Heidenhain permet d’apercevoir les détails de
sa structure. Sa présence est done indubitable.

Ce noyau correspond aux corps considérés
comme tels par Moeller, Buscalioni, Bouin et au
nucléole de Wager.

Les noyaux décrits par Janssens et Leblanc
paraissent au contraire dans la plupart des cas
se rattacher aux vacuoles a corpuscules méta-
chromatiques.

Le noyau est toujours unique par cellule ; il
est situé soit au centre, soit a la périphérie de
la cellule. Souvent, il est accolé & la vacuole,
mais il peut en étre nettement séparé et, con-
trairement a ce quepensait Wager,il ne constitue
pas avec elle un méme organe. Il est quelque-
fois entouré de corpuscules métachromatiques
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qui ont fait croire qu’il avait un contour irré-
gulier et qu’il était animé de mouvements
amiboides (Moeller, Bouin). Peut-étre méme
ces corpuscules peuvent-ils avoir envers le
noyau un role nutritif.

La structure se rattache a deux types :

1° Une membrane trés nette, un nucléohyalo-
plasme incolore, quelques éléments chroma-
tiques disséminés dans le nucléohyaloplasme
(S. cerevisice, S. Pastorianus, S. ellipsoideus);

2° Une structure analogue a celle que nous
avons constatée chez les moisissures avec
nucléohyaloplasme limité par une membrane
et un chromoblaste (la plupart des levures et
les Schizosaccharomycetes).

Il existe deux modes de division: dans le
premier, le noyau s’allonge, pénétre dans le
jeune bourgeon, et forme un rétrécissement
médian ou se produit larupture ; dans quelques
cas il s’allonge a peine, se divise sur place par
un procédé a peu prés semblable, et I'un des
deux noyaux ainsi formés va rejoindre le bour-
geon. 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 a la fois chez une
méme levure (S. Ludwigii). Cependant le
second parait plus fréquent chez certaines
especes, (S. anomalus, S. membrancefaciens,
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S. mycoderma ¢ini et cerevisee). Enfin il est
constant chez les Schizosaccharomyecetes.

Dans quelques levures (S. anomalus) la
position du noyau semble étre quelquefois en
rapport avec la naissance des bourgeons, mais
ce fait peut étre attribué & une simple coinci-
dence, et partoutailleurs les faits sont en désac-
cord avec les constatations d’Istwantfi.

Corpuscules métachromatiques. — Ces cor-
puscules, qui correspondent aux granulations
chromatiques décrites par certains auteurs
(Raum, Eisenschitz,Curtis, Wager),sont presque
toujours localisés dans I'intérieur des vacuoles.
On peut en rencontrer cependant dans le proto-
plasme et ils paraissent tous étre d’origine
protoplasmique. Ils présentent des formes
extrémement variables : ils sont ordinairement
trés petits a leur début; ce n’est qu'au cours du
développement qu’ils s’accroissent, se fusion-
nent et constituent de grosses sphérules. La
variabilité de leur forme et les situations
diverses qu'ils occupent, soit dans le plasme,
soit dans les vacuoles, a fait distinguer & Wager
deux catégories de granules : 1° des grains de
chromatine localisés dansla vacuole sous forme
de treés fines granulations ; 2° des grains de pro-
téine ou d’huile placés dans le protoplasme et
jouant le role de matiéres de réserve. Les colo-
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rations 4 ’hémalun et au bleu de méthyléne
nous ont permis de les identifier. Ils sont géné-
ralement trés nombreux dans les levures,
cependant quelques-unes en possédent peu
(Sch. octosporus).

Ces corps, qui ont comme caractére essentiel
de se colorer en rouge par un certain nombre
de colorants (hématoxyline, bleu de méthy-
Iéne, etc.), se montrent constitués par une paroi
fortement colorée et une partie centrale plus
pale; la couleur rouge est plus accentuée au
centre.

Contrairement & Kunstler et Busquet, nous
croyons pouvoir aflirmer que cette métachro-
masie n’est point due a des phénomenes de
diffraction, mais &4 une véritable coloration.

Les corpuscules métachromatiques sont sur-
tout abondants lorsque les levures sont en
pleine activité;ils pénétrent dans les bourgeons
avec les vacuoles et diminuent, au contraire, a
la fin du développement; a certains moments,
ils paraissent se dissoudre et imprégner les
cellules d’une substance qui se colore unifor-
mément en rouge.

Nous n’avons pas pu nous renseigner sur
leur nature chimique, mais cependant ils ne
semblent point rentrer dans la catégorie des
grains de protéine.

Ces corpuscules, communs a beaucoup de
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microorganismes (protozoaires, algues, Bacté-
riacées), paraissent trés répandus chez les
champignons, et il semble qu'on doive les
considérer comme des produits de réserve au
méme titre que le glycogéne.

Formes lepures. — Nous avons observé,
chez deslevuresdechampignons mal déterminés
(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 done
aussi bien morphologiquement qu’histologi-
quement une remarquable conformité avec les
Saccharomyces.

Sporulation. — La sporulation débute par
une vacuolisation du protoplasme qui prend
une, structure alvéolaire, ressemblant beaucoup
a celle qu’a décrite Biitschli chez les Cyano-
phycées. Les corpuscules métachromatiques et
le glycogéne, trés abondants, sont répartis dans
des vacuoles distinctes. Les premiéres occupent
d’ordinaire le centre de la cellule et sont tou-
jours en intime contact ayec le noyau.

On remarque toujours un peu avant la divi-
sion nucléaire d’étranges phénomenes qui ne
peuvent s’expliquer que par une dissolution
des corpuscules métachromatiques dans l'inté-
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rieur des vacuoles : ceux-ci diminuent de nom-
bre et de taille et le contenu des vacuoles prend
une couleur uniformément rouge avec toutes
les mati¢res colorantes qui donnent aux cor-
puscules métachromatiques leur teinte spéei-
fique.

La division du noyau est diflicile a, suivre.
Cependant on peut s’en faire une idée assez pré-
cise, lorsqu’elle se produit d’un péle a I'autre
de la cellule (S. Ludwigii). Le noyau se divise
en deux portions plus ou moins régulicres,
entourées d’une gaine de protoplasme ; le pro-
toplasme se partage ensuite en deux masses, qui
vont se placer aux deux extrémités de la cellule,
entrainant chacune unnoyau; elles sont souvent
reliées I'une a Pautre par un mince filet plas-
mique(fuseau achromatiquede certains auteurs)
qui, dans certains cas, présente un peu ’aspect
d’un fuseau achromatique. La deuxiéme divi-
sion se fait aux deux extrémités. Les deux
nouveaux noyaux restent tres: rapprochés I'un
de lautre, et les spores se délimitent aussitot
par une sorte de membrane plasmique par-
tant du noyau et restant ouverte i son extré-
mité opposée, ce qui donne aux ébauches de
spores une forme de calotte. Peut-étre pour-
rait-on rapprocher ce fait des phénoménes
décrits par Harper chez certains Ascomycetes.
La spore s’enveloppe ensuite d’une zone claire
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qui parait étre l'origine de I’enveloppe cellu-
losique.

Il ne semble pas qu’on puisse se prononcer
sur la division nucléaire qui a été mal inter-
prétée par certains auteurs. Buscalioni, Janssens
et Leblanc, Wager, en effet, semblent avoir
confondu le plasme sporogéne et le noyau et
les avoir pris pour des figures karyokinétiques.

Les autres levures présentent des divisions
analogues; elles se produisent ordinairement
au centre de la cellule, ou en des points indé-
terminés, mais toujours trés rapprochés les
uns des autres, ce qui rend le phénomene
encore plus difficile a observer.

Les spores, trés petites d’abord, se déve-
loppent peu & peu aux dépens de 1’épiplasme.
Celui-ci se désorganise et se transforme en un
liquide cellulaire contenant en dissolution
la substance des corpuscules métachroma-
tiques et du glycogéne; il est absorbé en
presque totalité. Une fois mures, elles se mon-
trent formées d’un trés petit noyau aceolé a la
membrane, d’ou part un certain nombre de
fines radiations protoplasmiques qui délimitent
autant de petites vacuoles remplies de glyco-
géne. Le protoplasme renferme un certain
nombre de corpuscules métachromatiques.

La sporulation s’effectue d’une maniére un
peu différente chez les Schizosaccharomy-ces.
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Au début du phénomene, le protoplasme se
vacuolise, comme partout ailleurs, mais on ne
rencontre jamais de glycogéne. En revanche
les spores sont imprégnées d’amyloide. ‘

La division du noyau s’accomplit comme
dans le développement végétatif par un par-
tage du chromoblaste en deux portions égales.
Le Sch. octosporus nous offre un des types
les plus favorables a I’étude de ce phéno-
mene.

Les spores ne paraissent pas naitre de la
méme facon que dans les autres levures: les
noyaux s’entourent simplement d'une zone. de
plasme trés dense qui s’arrondit et se délimite

! immédiatement.

Germination des spores. — La germination
des spores ne présente pas d’intérét spécial, la
division nucléaire s’y accomplit suivant les pro-
cédés habituels.

Dans le S. Ludwigii, nous n’avons trouvé

' dans aueune circonstance les fusions entre deux
' spores qu’avait observées Hansen et il faut
croire que ces phénoménes n’ont pas le carac-

tére général que leur attribue cet auteur.

Phénomeénes sexuels. — D’accord avee Wa-

ger, nous n’avons jamais constaté de division
du noyau suivie d’une conjugaison, avant la
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formation de 'asque, comme avaient cru 1’ob-
server Janssens et Leblanc, chez les Saccharo-
my-ces. On doit attribuer cette observation a une
technique insuffisante. Les Saccharomyeces que
nous avons étudiés ne présentent done aucune
trace de sexualité. .

Au contraire, nous avons découvert chez les
Schizosaccharomyces des phénoménes de con-
jugaison que nous considérons comme consti-
tuant un des cas les plus typiques d’isogamie.
Nous constatons cela chez les trois Schizosac-
charomyces sporogeénes (Sch. octosporus, Sch.
pombe, Sch. mellacei).

Schicenning avait déja remarqué que la for-
mation des asques du Sch. octosporus était pré-
cédée de la fusion de deux cellules sceurs
restées accolées I'une a I'autre.

Nous avons vérilié et complété ces observa-
tions en suivant le développement . d’une
cellule de cette levure, sur gouttelettes pen-
dantes, et nous avons constaté des phéno-
menes identiques chez les deux autres. Le
développement s’accomplit de la facon 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 trés bonne heure, on voit
deux cellules contigués, et issues tres souvent
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d’'une méme bipartition, former chacune un
petit bec a I'une de leurs extrémités. Les deux
becs s’allongent, se rejoignent et se soudent
I'un a l'autre. 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 mére de 1’as-
que. Il reste souvent dans la forme extérieure
de I'asque des traces de I'individualité des deux
cellules, surtout dans le Sch. pombe et le
Sch. mellacei.

Ces phénoméenes s’accompagnent toujours
d’une fusion nucléaire : le noyau de chacun des
gametes s’introduit dans le canal de copulation
et il se produit au milieu de ce canal une fusion
des deux noyaux. Le noyau ainsi copulé ne
tarde pas a se diviser pour se distribuer dans
chaque spore.

(Pest 1a en quoi consiste le phénomene d’une
manieére 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 sporogénes manifestant une ten-
dance a devenir asporogenes, ainsi que dans
certaines conditions défavorables i la produc-
tion des spores, nous avons rencontré des
essais de conjugaison n’aboutissant pas et don-
nant naissance a des formes bizarres.

Ce phénomene doit étre considéré comme un
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des plus beaux exemples de conjugaison par
isogamie, au méme titre que le Mesocarpus.
Mais il posséde un caractére plus primitif que
partout ailleurs et c’est la premiére fois qu’on
signale une conjugaison se produisant trés sou-
vent et d’une maniére certaine entre deux cel-
lules sceurs.

[’obscurité régne encore actuellement sur la
question de lasexualité des Ascomycetes et si
de nombreuses études ont apporté sur la ques-
tion quelques faits précis, leur interprétation
reste encore tres discutée.

Eidam et Lagerheim ont signalé chez I’Ere-
mascus albus ‘et le Dipodascus albidus une
conjugaison isogamique donnant naissance a
Pasque. Mais ces observations n‘ont pas été
vérifiées.

Thaxter a montré chez les Laboulbéniacées
que la formation de I'asque était toujours pré-
cédée d’une reproduction sexuelle par hétéro-
gamie.

Dangeard a observé chez divers champignons
une fusion de deux noyaux, se produisant dans
la cellule mere de Iasque et de la baside et qu’il
considére comme lindice d’une sexualité rudi-
mentaire. L’asque et la baside auraient donc la
valeur d’un ceuf. Mais si ces observations sont
aujourd’hui indiscutables et ont été vérifiées par
un certain nombre d’auteurs (Wager, Sappin-
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Trouffy, Berlese, Rhuland, Maire), il n’en est’
pas moins vrai que Harper a déerit chez certains
Ascomycetes, en dehors de ces mémes phéno-
menes de fusion nucléaire, des cas de conj ugai-
son hétérogamique avec anthéridie et oogone.
Dangeard & cherché a donner une explication a
ces faits, mais la question ne parait pas étre
définitivement résolue.

Sans prendre part a la discussion, nous nous
bornons a apporter des faits précis qui peut-étre
pourront constituer des renseignements utiles
pour I'avenir.

[’ensemble de nos observations histologiques
sur la sporulation nous a montré une relation
évidente entre 1’appareil de fructilication des
levures et les véritables asques, tant par 1a nais-
sance des spores que par la constitution de
Iépiplasme. Enfin nous. avons remarqué une
tendance dans certaines levures a la fixité du
nombre des.spores (S. Ludwigt, Sch. octosporus,
Sch. pombe), et si la plupart des levures s’écar-
tent des Ascomycetes par I'absence de fusion
nucléaire dans la cellule mére de 1'asque, au
moins certaines d’entre elles s’en rapprochent-
elles parde véritablesphénomeénesisogamiques:
telles sont les trois espéces de Schizosaccharo-
myces que nous avonsétudiées et le Zygosac-
charomyces de Barker : cette isogamie est en
réalité assez voisine de la fusion nucléaire
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observée chez les Exoascées (1) ; elle n’en dif
fere que par l'existence d’une cloison indivi-
dualisant les deux gamétes et on trouvera sans
doute dans ces faits un argument en faveur
de la signification sexuelle des phénomenes
décrits par Dangeard. Nous avons  montré
d’autre part qu’il pouvait se présenter quelque-
fois chez les Schizosaccharomyces des phéno-
menes d’apogamie et que cela paraissait méme
étre le cas général chez 'une des deux variétés
du Sch. mellacei. Peut-étre devrait-on consi-
dérer les levures ordinaires comme des formes
ayant perdu toute trace de sexualité et ne se
s reproduisant plus que par parthénogéncse. Des
exemples de ce genre se retrouvent fréquems-
ment chez les algues.

Quoi qu’il en soit, ces observations ont un tres
haut intérét; si elles n’apportent que des faits
rares, elles n’en sont pas moins instructives
et nous renseignent sur la valedr de Pasque des
levures que 'on doit considérer comme une

(r) DansI'Exoascus deformans, d'apres Dangeard, chaque
eellule contient deux noyaux. Au moment de la sporulation,
les deux noyaux se fusionnent. La cellule mere de Pasque ne
contient donc qu'un seul noyau. Si I'on considére la cellule
binucléée de ’Exoascus comme représentant une association
de deux cellules, ne manifestant leur individualité que par
la présence de deux noyaux, la fusion de ces deux noyaux
constitue un phénoméne identique a celui que nous déeri-

vons chez'les Schizosaccharomyces.
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forme supérieure de ces champignons, qui
paraissent devoir étre définitivement mainte-
nus parmi les Ascomycétes. Ainsi semble-
raient closes les longues discussions débattues
entre Brefeld, de Bary, Pasteur, Hansen, sur
Porigine des levures et rvéveillées dans ces
derniéres années par de nouvelles observations
de Joergensen (1).

(1) Un certain nombre d’auteurs ont repris la question
dansces derniéres annédes et ont prétendu que les levures
n'étaient que des formes de végétation d'autres champignons
(Julher, Jeergensen, Sorel).
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CONCLUSIONS

Nous avons donc nettement établi dans ce
travail les caractéres de structure d’un grand
nombre de levures et de formes levures, dont
quelques-unes n’avaient pas encore été étudiées
a ce point de vue.

Cette étude a été faite comparativement a
celle de moisissures plus grosses qui nous ont
apporté plus de précision et qui nous ont mon-
tré une structure trés voisine de celle des
levures.

A. — Nous avons mis en évidence d’une
manicre: indiscutable la présence d’un nojyau
possédant unestructure différenciée et se rappro-
chant dés noyaux des champignons supérieurs ;
nous I’avons distingué de granules pris par
Wager pour des grains de chromatine, que
nous avons assimilés aux corpuscules métachro-

GUILLIERMOND. 18
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matiques de Babés et aux grains rouges de

Biitschli.

B. — Nous avons étudié de trés preés des
caractéres de ces corps si communs chez les
microorganismes ; nous avons montré qu’ils
étaient capables a certains stades de subir
des phénomenes de dissolution et qu’ils parais-
saient se comporter toujours comme des pro-
duits de réserye.

Nous avons apporté par la quelque clarté sur
ces corps si diversement considérés et qui ont
été T'objet de tant de travaux contradictoires.

Si nous n’avons pu obtenir quelques rensei-
gnements sur leur nature chimique, au moins
avons-nous indiqué un champignon qui présen-
tait parla g -ande abondance de ces corpuscules
une certaine facilité pour cette étude et qui
permettra peut-étre d’en trouver la solution
par une analyse macrochimique.

C. — Avec l’étude de la sporulation nous
avons constaté un certain nombre de rappro-
chements entre les levures et les Ascomycétes

supérieurs.

D. — Enfin nous avons introduit définitive-
ment une notion toute nouvelle chez les levures
en découvrant des phénoménes de sexualité chez
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trois espéces de Schizosaccharomyces et nous
avons donné par la quelques renseignements
précis sur la question trés controversée de la
sexualité des Ascomyecétes.

A tous ces points de vue,la connaissance des
levures présentait de nombreuses lacunes; il
paraissait utile de les combler.

15 féorier 1go=.
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au lieu de : Cette cellule. lisez : Chaque
cellule

au lieu de: Bisenchitz. lisez : Eisenschilz,

au lieu de : Meyer, lisez : May-er

au lieu de : extrémité terminale de la
cellule, lisez : extrémilé terminale des
Silaments

au lieu de : Strerig. matocystis. lisez :
Sterigmatocystis

au lien de : un a trois noyaux. lisez : un
a huit noyaux

an lieu de : se cloisonner, lisez : le cloi-
sonnement

au lieu de : Basidomycetes, lisez : Basi-
diomy-cétes ;

au lien de : levures. Le glycogene ne
pénétrant pas ou trés peu dans les
vacuoles a corpuscules métachroma-
tiques, cette structure, lisez : levures,
le glycogéne ne pénélrant pas ou
trés peu dans les vacuoles a corpus-
cules métachromatiques. Celle strue-
tire

an lieu de: un peu rvéfringent, lisez :
peu réfringent

au lieu de : une asque. lisez : un asque

au lieu de : Van Tieghen. lisez : Van
Tieghem

au lieu de : celles, lisez : celle

SUpPrimez : nojy-au

an liey de : forme. lisez : ferme

au lieu de : quil joue. lisez : qu'ils
Jouent )

au lieu de : ovales. lisez : plus ovales

au lieu de : méthyl. lisez : méthy-le

au lieu de : elle offre. lisez : méritent el
plus loin elles offrent

au lieu de : ce noyau. lisez : du nojyaun

au lieu de : une plus grande consistance
et une moindre rélringence que les
globules d'huile, lisez : une moins
orande consistanée el une moindre
réfringence que les corpuscules meta-
chromaltiques
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PLANCHE I

Dematium (species).

Coloré & I'hématoxyline de Heidenhain de 4 & 26 et & 'hémalun
de 27 4 30) (1).

Fig. 1, — Filamenl jeune; noyvaux avec leur structure ; quelques
corpuscules metachromatiques non colorés se laissent aperceyoir

dans les vacuoles.

Fig. 2, 3 et 4. — Formalion des conidies levures, La figure 3 montre '
des stades de division du noyau.

Fig. 5. — Oidie.

Fig. 6 et 7. — Filamenls jeunes.

Fig. 9. — Oidie en voie de bourgeonnement.
Fig. 10 et 11. — Conidies levures germant. La fig. 11 montre un
stade de division du noyau ou l'on apercoil nettement la persis- |

tance de la membrane.

Fig. 12. — Oidie.

Fig. 13, 14 et 15. — Conidies levures,

Fig, 16. — Counidie levure germanl ; slade de division du noyau avec
persistance de la membrane.

Fig. 17 2 26. — Conidies levures.

Fig. 27 4 30. — Filament el conidies levures en voie de dégénéres-
cence. Le protoplasme s’esl transformé en globules d’huile colorés
en brun par l'acide osmique el se présentant sous forme de
masses allongées & econtours un peu irréguliers. On distingue

quelques corpuscules métachromatiques plus pelits, colorés en
rouge sombre par 'hémalun.

(1) Toules les ligures onl ¢lé dessinées i l'aide de l'ebjeclif & immersion |

homozénesd /12 de Zeiss el I'oculaire compensateur numeéro 6, et avec la
chaibre elaire de Xeiss (grossissement : environ 1125).
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PLANCHE II

Oidium lactis (de 1 & 19).

(Coloré @ I'hématoxyline de Heidenhain, saul 8 et 10 colorés au

blen de méthyline.)

Fig. 1. — Filament agé; noyvaux avec leur structure.
Fig. 2, 3, 6, 14, 15, 17, 18 et 19. — Oidies en voie de germination:
noyaux el stades de division des noyaux.
Fig. 9, 11 et 12. Oidies,
Fig. 4, 5 et7. — Filamenls en voie de croissance. Stades de division
des noyaux.
Fig. 8 et 10. Corpuscules métachromatiques localisés dans les
vacuoles et fortement colores. Les noyaux ne sont pas visibles,
Fig. 13. — Formalion des oidies.
Saccharomyces cerevisize (de 20 4 40).
(Coloré A I'hématoxyline de Heidenhain.)
Fig. de 20 a 40. — Cellules au début de la fermentation : noyaux

avee leur structure 22, 37 et 40, stades de division du noyat.
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PLANCHE III

Saccharomyces cerevisise (suile) (de 1 & &1).

(Coloré a I'hémaloxvline de Heidenhaiv.)

Fig. 1 a 15. — Cellules au début de la fermentation monltrant leur
noyau avec sa structure et sa division. — Dans la figure 7, le ¢
noyau est place au-dessus de la vacuole et parail clre dans son I

intérieur.

Fig. 16 & 20. — Cellules apres vingt-qualre heures de lermentalion.,
Elles soni entierement occupées par une vacnole glycogénique
A teinte diffuse el contenanl des granules faiblement colorés el
de nature inconnue.

Fig. 21 230. — Division des noyaux et du plasme sporogeéne pen-

dant la sporulation.

Fig. 31 2 34. — Formalion des spores.

Fig. 35. — Asque conslitué.
Fig. 36. — Asque contenant des spores gonllees el prétes i germer.

Fig. 37 a 40. — Germination des spores.

Saccharomyces ellipsoideus (de 42 i 5.

Coloré a I'hématoxyline de Heidenhain.)

Fig. 42 & 48. — Cellules au début de leur développement. Novaux
avec leur structure.
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PLANCHE IV

Saccharomyces ellipsoideus (de § & §).
(Coloré & I'hématoxyline de Heidenhain.)

Fig. 1 4 8. — Cellules jeunes, noyaux avee leur struclure.
Fig. 4 48. — Divisions du noyau et du plasme sporogene pendant la
sporulaiion.

Saccharomyces Pastorianus (de 9 a 25,
(Figures colorées a I'hématoxyline de Heidenhain.)
Fig. 9 a 14. — Cellules jeunes montrant leur noyan avee sa siructure.
ng. 15 4 17. — Divisions du noyau et da plasme sporogine pendant
la sporulation.
Fig. 18 a4 20. Formation des spores.
Fig. 22 & 25. — Germinalion des spores,

Saccharomyces subcutaneus tumefaciens (de 26 i 28 .
(Coloré a I'hématoxyline de Heidenhain.)
Fig. 26, 27 et 28. — Cellules jeunes montrant un petit novan homo-

ﬂ'.- £
géne.

Saccharomyces anomalus (de 29 i 38).
(Coloré & 'hémalun de 29 4 35 el & 'hématoxvline de Heidenhain
de 36 & 38.)

Fig. 29 a 31 et 34. — Cellules jeunes montrant Jeur noyau faible-
ment coloré el leurs vacuoles a corpuscules mélachromaltiques.
ces derniers étant forlement colorés.

Fig. 32, 38 et 35. — Cellules monlrant des vacuoles & corps mdéta-
chromaliques et des vacuoles glycogéniques, celles-ci ayaul une
teinle diffuse.

Fig. 36 et 37. — Division du noyau pendant la sporulation.

Fig. 38. Formation des spores,

Saccharomyces membranzefaciens (de 39 i 13).
(Coloré a I'hémalun de 39 & 41 et a Ihématoxyline de IHeidenhain

de 42 a 43.)
Fig. 39 a 41. — Cellules jeunes, novaux et corpuscules métachro-
maliques.
Fig. 42. — Division du noyau pendant la sporulalion.
Fig. 43. — Formalion des spores.

Saccharomyces Ludwvigii (de 44 A 50).
(Coloré & I'hématoxyline de Heidenhain.)

Fig. 44 4 47. — Cellules au déhut du développement montrani un
noyau homogene et des stades de division du noyat.

Fig. 48 4 50. — Cellules au moment de lasporulation; elles ont é¢
peu decolorées par alun de fer el laissent apparailre une struc-
ture alvéolaire. 50 montre deux masses de plasme sporogéne

trés colorées et placées aux deux poles. Deux points paraissent

plus fortement eolorés que le reste, dans la masse de plasme
sporogene situcée dans la partie supérieure el paraissent indiquer
deux noyaux. On n'en distingue qu'un dans la masse inférieure,
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PLANCHE V

Saccharomyces Ludwvigii.

Coloré & I'hématoxyline de Heidenhain, saul les figures de 36 a 41
qui sont colorées & Mhémalun.)

Fig. de 1 4 6 et 8. Stades de division du noyau et do plasme
sporogéne pendant la sporulation. Les cellules sont peu déco-
lorées et les moyaux se confondenl avec le plasme sporogtne
fortement coloré. On les distingue cependant dans quelques
cellules comme des taches plus sombres.

. 7,9, 10, 11, 12, 13. — Formalion des spores el leur délimita-
tion par une zone sombre en demi-cercle (cellules peu déco-

i

-3

&
lorées).

Fig, 14 a 25, 27 a4 30 et 33. Divisions dn noyau et du plasme
sporogiéne pendant la sporulation. Les cellules trés décolorees,
le plasme sporogéne est gris, le noyau noir foncé el le reste de
la cellule est complétement décoloré. La fig. 28 montre des
stades de division ressemblant un peu & une karyokinese.

Fig. 26, 32, 34 et 35. — Formation des spores en forme de calotle.

Fig

ot

36, 37 et 39. — Cellules au début de la sporulation (la fixation
avanl été faite par lacide picrique,les corpuscules métachroma-
liques ne sont pas colorés). Le profoplasme montre une belle
structure alvéolaire.

Fig. 38, 40 et 41. — Division du noyau pendant la sporulation.
Fig. 42. — Asque constitué.

Fig. 43 2 49. — Germinalion des spores.
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PLANCHE VI

Schizosaccharomyces octosporus.

(Coloré & I'hématoxyline de Heidenhain.)

Fig. de1 a4, — Cellule au déhut du développement. novau et {
division nucléaire.

Fig. 5 a 11. Stades de fusion des deux gamétes. La cloison st pa-
riafrice persiste encore.

Fig. 12 2 16. — Stades de fusion des deux gamiles, dans lesquels la
cloison séparalrice est résorbée. (24 15 représentent un stade
de fusion du noyau ou la premitre division du novau déjia

fusionndé (7).

Fig. 17. — Slade de fusion nucléaire.

Fig. 18 & 26. — Cellules provenant de la fusion de deux gametes
et ne renfermant plus quun seul novau, la fusion élant

effectuée.
Fig. 27 a 33, Stades de division nucléaire pendant la sporu-

lation. \
Fig. 34 et 35. — Formation des spores.

Fig. 36 & 38. — Asques conslilugs,
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PLANCHE VII

Schizosaccharomyces pombe (de 1 4 28).
(Coloré & I'hématoxyline de Heidenhain de 1 &4, de 9 & 2% el au blen
de méthyléne de 5 &4 8 et de 25 4 27.)

Fig. 1 a 4. — Cellules au début du développement monirant leur
noyau.
Fig. 6 & 8. — Id. Le noyau n’est pas coloré. On apercoit les cor-

puscules mélachromatiques fortement colorés et localisés dans
les vacuoles.

Fig. 9 4 12. — Slades de fusion des deux gamétes, La cloison sépa-
ralrice persisle.

Fig. 18. — Id. La cloison a disparu. Les noyaux sonl en voie de
[usion ou subissent leur premitre division ?

Fig. 14 a4 19. — Id. Les noyaux onl operé_leur fusion.

Fig. 20 & 23. Divisions nucléaires pendant la sporulation.

Fig. 24, — Asque conslilué,

Fig. 25. — Cellule mére de 'asque avee ses corpuscules mélachro-

maliques. Le noyau n'apparait pas.

Fig. 26 et 27. Asques constilués. Les spores n'onl pas fixé le
bleu de méthylene et sont entourdes de corpuscules mélachro-
maliques en voie de dissolution.

Schizosaccharomyces mellacei (de 28 & 34).
(Coloré par I'hématoxyline de Heidenhain.)
Fig. 28 et 31. — Cellules végétalives.

Fig. 32 et 34. — Stades de fusion des deux gaméetes el de division
nuclaire.

Saccharomyces mycoderma cerevisize (de 35 & k7).
(Coloré a I'hématosyline de Heidenhain de 3 54 44 el & I'hémalun
de 45 4 47.)

Fig. 35 4 44. — Cellules jeunes montrant leur noyau et sa division.
Fig. 45 4 47. — Id. Le noyau apparait avec une leinte pale, les cors

puscules métachromatiques sont fortement colorés.

Saccharomyces mycoderma vini (de 48 & 52)
(Coloré & I'hématoxyline de 48 & 50 el & Uhémalun de 31 i 525)
Fig. 48 & 50, — Cellules jeunes avec leur noyau,
Fig. 51 et 55. — Id. Noyaux el corpuscules mélachromaliques.

Saccharomyces apiculatus (de 53 i 61).

Fig. 53 a°55. — Cellules jeunes colordes & 'hémalun, noyaux et
corpuscules metachromatiques.

Fig. 56 a 61.— Id. colordes i I'hématoxyline de Heidenhain, noyaux.
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PLANCHE VIII

Endomyces albicans (de 1 4 11).

(Coloré & I'hématoxyline de Heidenhain.)

Fig. 1.2 8. — Cellules jeunes cullivées sur carolte, noyaux el divi-
sions nucléaires.

Fig. 9 et 19. — Cellules cultivées sur liquide Raulin, noyaux. La
vacuole glyeogénique occupe la plus grande partie des cellules,
Dans les fig. 9 el 19 la décoloration a éLé poussée (rés loin et
celte vacuole est incolore. Dans la fig. 11 moins décolorde. la
vacuole a une teinle diffuse el on apercoil quelques  granules
dans son intérieur.

Torula nigra (de 12 & 26).
(Coloré & I'hémalun de 12 4 32 et & Uhématoxyline de Heidenhain

de 23 i 26.)

Fig. 12 a 21. Formes levures, noyaux et corpuscules métachro-
maliques.

Fig. 22. — Forme mycélienne, noyaux el corpuscules métachroma-
tiques.

Fig. 23 et 26. Formes levares, noyaux.

Monilia candida (de 27 & 36).
(Coloré & I'hémalun.)

Fig. 27 4 35. — Cellules jeunes, noyaux el corpuscules métachro
maliques.

Fig. 35 et 36. — Id. Apparition d’une vacuole glycogénique se

distinguant de la vacuole a corpuscules métachromaliques par
sa couleur diffuse.

Ustilago avense (de 37 4 47).
(Coloré & I'hématoxyline de Boehmer des7 i 46, au blea de méthylene
de &1 4 &3 el Phémaloxyline de Heidenhain de &% a 47.)

Fig. 37 &4 46. — Cellules montrant leur novau el une structure
alvéolaire. Les corpuscules métachromatiques ont é1é décolorés.
Fig. 41 4 43, — Structure alvéolaire dans laquelle on apercoit des

vacuoles a corpuscules métachromatiques et des vacuoles glyco-
genigues; ces dernitres avant une teinte diffuse.
Le novau n’est pas coloré.

Fig. 44 4 47. — Cellules montrant leur noyau avec sa =tructure.

Ustilago maydis (de 48 4 57).
(Coloré & I'hémalun de 47 4 52 el & U'hématoxyline de Heidenhain
de 52 1 57.)

Fig. 48 2 52. — Noyaux el corpuscules métachromaliques.
Fig. 52 a 57. Novaux.
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PLANCHE IX

Dematium (species).

Coloré & hémalun de 1 & 11, au bleu polychrome de 12 & 16
et au bleu de méthyline de 17 & 25) (1).

Fig. 1 4 6. — Filamenls jeunes mountrant leurs noyaux teints en
bleu mat et les corpuscules métachromatiques en rouge intense.
La fig. 3 montre une division dua noyau.

Fig. 6. Conidics germant; corpuscules mdétachromatiques el
1O ValX.

Eleo i atid. Gonidies levures ; corpuseules mdétachromaltiques
et novaux. Dans la fig. 10 on apercoil des stades de division
nucléaire.

Fig. 12. — Formalion des conidies levares: pénélration de la vacuole
et des corpuscules mélachromatiques dans les bourgeons.

Fig. 13. — Filament jeune ; corpuscules mélachromatiques.

Fig. 14, 15 et 16. — Filamenlts plus agés : corpuscules mdélachro-

maligues avanl alteint leur dimension maxima.

Fig. 17, 18, 22, 23, 25. — Corpuscules mélachromaliques leints en
bleu foncé monltrant un cenlre en rouge pile.

Fig. 19 a 21. — CGCorpuscules mdétachromaliques colorés en bleu

foned.

(1} Par suite de la nécessilé dua tir coloralions rouges des eor

hématisées. Dans la réalite, elles

puscules metachromatiques onl ¢le
sont d'un rouge plus sombre avee "hémalun el plus violet avee le bleu
de methyléne. Les nuanees que nous reprosentons sonl conformes @

celles qu'on obtient a Paide dn blew polychrome.
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PLANCHE X

Saccharomyces cerevisize.

(Coloré par Ihémalun de 1 a 30 el par le bleu de méthyléne
de 31 & 49.)

Fig. 1 2 27. — Cellules au début du développement.
Le noyau est bleu mal el ne laisse voir auncun détail de
struclure; les corpuscules métachromaliques sont en rouge

inlense.

Les figures 1 & 14, 23 et 27 montrent tous les stades du bour-
geonnement (division de la vacuole el du noyau).

Fig. 28 4 30. — Cellules envahies par la vacuole glycogénique ;
celle-ci prend une teinte diffuse et montre dans son intérieur

quelques granules faiblement colorés.

Fig. 81 & 87. — Cellules au début du développement. Vacuoles
A corpuscules métachromaliques.

Fis. 38 & 41. — Cellules aprés vingt-quatre heures de développe-
ment. Apparition des vacuoles glycogéniques & droile el a
oauche de la cellule, ou dun seul coté. Elles ont une teinte
diffuse el se distinguent difficilement du protoplasme.

Fig. 42 4 46. — Les vacuoles glycogéniques se sont fusionnées en
une seule qui oceupe toute la cellule. Les vacuoles & ecorpuscules
métachromatiques disparaissent peu & peu et les corpuscules
sont refoulés ayee le protoplasme & la périphérie des vacuoles.

Fig. 47 et 48. — Cellules prises au moment ol la fermenlation se
ralentit. Disparition de la vacuole glycogénique et réapparition
des vacuoles & corpuscules métachromaliques.

Fig. 49, — Cellules it la fin de la fermentation.
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PLANCHE XI

Saccharomyces Pastorianus (de 34 6).
(Coloré & I'hémalun.)

Fig. 1 et 2. — Gellulesau début du développement.
Fig. 3 2 6. — Cellules se préparant & sporuler.

On remarque une vacuole glycogénique aux deux poles. Au

centre est placée une vacuole i corpuscule métachromatique qui

commence & se diviser pour donner lieu & une slructure

alvéolaire.

Saccharomyces kefir (de 7 & 11).
(Coloré & I'hémalun.)
Fig. de 7 a2 11. — Cellules jeunes, noyaux et corpuscules métachro-

maliques.

Saccharomyces Ludwigii (de 12 & 47).

(Coloré & I'hémalun de 12 & 14, au bleu polychrome de 15 & 21, au
verl de mélhyle el & l'iodo-iodure de Gram de 22 4 23, el au
bleu de méthylene de 2% & 47.) ’

Fig. 12 4 14. — Cellules au début de la fermentation, noyaux ¢
corpuscules métachromatiques

Fig. 15, — Idem, Corpuscules métachromaliques, Le noyau ne

s'apergoit pas.

Fig. 16. — Idem. Structure alvéolaire.

Fig. 17 a 21. Gellules au milieu de la fermentation. Vacuoles i
corpuscules mélachromaliques et vacuoles glycogéniques.

Fig. 22 et 23. — Idem. Les corpuscules mélachromaliques sonl
brun foncé, le glyeogine est coloré en brun acajou.

Fig. 24. — Cellules se préparant & sporuler, & structure vacuolaire
el renfermant une grande abondance de corpuscanles métachro-
matiques.

Fig. 25 a 37, — Stades de la dissolution des corpuscules métachro-
matiques, précédant la sporulation. Les vacuoles a glycogéne
sont mal délimitées et ont une leinte diffuse; les vacuoles
corpuscules métachromatiques sont uniformément colorées en

rouge pile.

Fig. 38 4 41. — Idem. Le noyau s’apercoit avec une teinte bleue
plus foncée que le proloplasme.

Fig. 42 et 43. — Idem. Condensation du plasme sporogéne autour
du noyuu.

Fig. 44 4 47. — Division du noyau pendant la sporulation.

SCD Lyon 1



Youg

-
*

> 5

&
P
LT - ’ (W-\\..-
% L
T
p ’. o
® Tert
IO .
- u..‘..: ® [ LN L ]
.. &
@ $23% ot

(1]

Sy L)
@ TN

oY

L;’t‘:‘

L

GE

S
il
Q
O
W



PLANCHE XIi

Saccharomyces Ludwvigii (de 1 & 25).

(Goloreé par le blea de méthyléne de 1 & 24, par 'iodo-iodure de
potassium de 22 & 25.)

Fig. 1 a 4. — Division du noyan el du plasme sporogéne pendant
la sporulation.

5al7. Formalion des spores.

. de 8 4 21. — Absorption progressive du liquide, provenant de
ln dissolution des corpuscules métachromatiques et du reste de
ces corpuscules non dissous, par les spores.

7

i)

o,

Fig. 22 a4 25. — Absorption progressive du glycogéne par les spores.

Saccharomyces cerevisise (de 26 4 28).
(Coloré au bleu de méthyléne.)

Fig. de 26 a 28. — Slades de dissolution des corpuscules mélachro-
miatiques el leur absorption aux dépens des spores.

Saccharomyces Pastorianus (de 29 & 38).
(Coloré au bleu de méthyléne.)
Fig. 29 a 33. Dissolulion des corpuscules métachromatiques,
précédant la sporulation.
Fig. 34 a 38. Absorplion de ces corpuscules aux dépens des spores.

Saccharomyces ellipsoideus (de 39 & 43).
(Coloré au bleu de méthyléne.)
Fig. 39 el 40. — Dissolution des corpuscules métachromatiques,
précédant la sporulation.

Fig. 41. Formalion des spores. Elles sont enlourées d'une zone
hyaline,

Fig. 42 et 43. — Absorption des corpuscules métachromaliques par
les spores.

Saccharomyces membransefaciens (de &% A 46).
(Coloré au bleu de méthyléne.)
Fig. 43. — Dissolution des corpuscules métachromaliques préciédant
la sporulation.
Fig. 45 et 46. — Leur absorption par les spores.

Saccharomyces anomalus.
(Coloré par le blen de méthvléne.)

Fig. 47 et 48. — Dissolution des corpuseules mélachromatiques,
précédant la sporulation.
Fig. 49. — Leur absorplion par les spores.
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