RECHERCHES
SUR LA

GEBMINATIBN DES SPUBES ET LA EUNJUGMSUN CHEZ LES LEVURES -'

- par M. A. GUILLEERMOND

(Planches 6 & 9)

I. HisToRIQUE

Hansen {4) a constaté que les spores du Saccharomyces Ludwigii,
- au - lieu do germer comme les spores des autres levures par -
formations de bourgeons sur plusieurs points de leur surface, & la
facon des cellules . végétatives, se développent d’'une maniére
spécialet elles se fusionnent deux & deux, puis, donnent naissance
4 une sorte de tube germinatif (promycélium de Hansen), qui

produit les nouvelles cellules par un cloisonnement transversal, -
accompagné d’un léger étranglement. Nous avons montré dans
un précédent article (2) que ces fusions sont toujours accompagneées
de fusions nucléaires; elles offrent donc tous les caractéres d’une
conjugaison lsogamlque et nous avons donc été amené a les
considérer comme une fécondation. Cette conclusion ne cadrait
pas avec. les données que l'on. posséde sur la copulation des -
Ascomycetes et avec les observations de Barker et les nodtres sur
la conjugaison de certaines levures. Barker (3) avait décrit, en |
effet, une conjugaison 1soc'am1que précédant la formation de I’'asque
chez le Jygosaccharomy.ces et nous (4) avions obtenu des résultats
analogues “chez " les bchiz'o‘saccharomycétes. ‘Nous avons essayé
d’mterpretel la conjugaison du 8. Ludwigii (2) de la maniére
suivante : si l'on -assimile l'asque des levures a celui des Asco-
mycétes, on’ doit le consmerex comme un apparell de-réduction
chlomauque amsa qu on l'admet genéralement pour ces derniers; -
or, d’aprés cette ‘maniére de voir, dans le. Zygosacchmomyoes et
les Schizosaccharomyedtes, le trongon sexué ou gamétophyte (& n:
chromosomes) comprendrait tout le développement végétalif de la
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levure depuis des spores jusqu’a la conjugaison ayant pour réslutat
de donner naissance & la cellule mére de l'asque; il serait donc trés
développé. Le trongon asexué ou sporophyte (a2 n chromosomes)
serait, au contraire, réduit a la cellule mére de l'asque depuis sa
naissance jusqu'a la formation des spores. Dans le S. Ludwigii,
le cycle évolutif serait I'inverse ; le gamétophyte réduit aux spores
(depuis leur formation jusqu’a leur germination pendant laquelle
elles subissent la conjugaison} serait trés raccourci, aux dépens
du sporophyte qui comprendrait tout le reste du développement.

Vers la méme époque, Hansen (5), dans une note intitulée « La
gpore’ des Saccharomyces devenu sporange. » (ou il montrait que
dans les spores des levures se transforment directement en asques,
si on les place dans un milien défavorable, au moment ou elles
commencent & germer) avait signalé, dans la levure de.Johannis-
berg, quelques cas de fusion entre 1es spores lors de leur germi-
nation. Plus récemment, Kldcker (6) en a. retrouve dans une

levure nouvelle, découverte par lui, le S. Saturnus, et Lepeschkin (7)

dans le ‘Seh. mellacei, On sait, d’autre part, que Hansen en avait
observé autrefois dans les spores du. S. cerevisiz, mais, dans ces
~ derniéres, les fusions, -d’ailleurs ..excepti_onnelles, different essen-
tiellement de celles du S. Ludwigii et ne présentent morphologié
quement aucune ressemblance avec une conjugaison.

Cet ensemble de résultats nouveaux était, @ priori, en contradic-
tion avec I'interprétation que nous avions donnée pour le 8. Ludwigit
‘ot T'on 6tait en droit de penser qu'il s’agissait plutdt, dans ces
tusions, d’anastomoses analogues a celles que I’on rencontre parfois
entre les spores (1) ou entre les articles de divers Champignons;

(1)} Les fusions gui s'accomplissent trés fréquemment dans les conidies levures
des Ustilaginées présenfent, en efiet, des caractéres analogues, On sail que de
Bary, frappé de leur analogie avec les conjugaisons, les avait prises pour des actes
sexuels. Ces fusions sont aujourd’hui considérées comme de simples anastomoses ;
elles ne sont pas accompagnées de fusion nueléaire, d’aprés Dangeard. Cependant,
dans un travail tout récent, Federley {8) 'a constaté la fusion nucléaire dans Iés -
conidies levures de 1'Ustilago Tragopogi prolensis ; mais les observations de cel
auteur sont loin d’stre suffisanles et n’apportent pas de preuves déeisives, (Voir a
ce sujet l'artiele de Massart {9), Ml Popta (10) a observé aussi des fusions s'opérant
constamment dans les spores des Protomyces au moment de leur germination ;
ces fusions n'ont aucun des caracteres de la conjugaison ; clles ne sont pas accom-
pagnées de fusion nucléaire.
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d’autant plus que la différenciation du noyau des levures, étant trés
délicate, peut préter A des erreurs. En effet, les fusions qui sont
presque générales entre les spores du S. Ludwigii n’étaient signa-
lées qu’a ’état d’exception dans les aulreglevures ; mais I'argument
le plus sérieux contre notre maniére de voir était le fait constaté
par Lepeschkin de la fusion des spores chez le Sch. mellacei, dans
lequel nous avions nous-mémes déerit une conjugaison au moment
de la formation de 1’asque : il parait inadmissible qu’il puisse
exister deux fécondations dans I’évolution d’'un méme organisme. -
Ces considérations nous ont donc amené a entreprendre de nou-
velles recherches sur la germination des spores des levures, dans
le but d’essayer d'éclaircir cette question.

II. TECHNIQUE

Nous avons fait sporuler sur tranche de carotte les levures que
. nous voulions étudier. Il existe toujours dans les cultures un -
nombre plus ou moins considérable de cellules qui sont deve-
nues asporogénes on peut augmenter trés sensiblement le. nombre
cdes cellules sporogénes en employant les meéthodes 1nd1quées par
Beyerinck et Hansen. On extrait, & ’aide d’un fil de platine, une
masse de levure développée sur une tranche de carotte et ayant
formé des spores, puis, on 1’étale sur une lame que I’'on place
pendant  vingt-quatre heures dans une étuve chauffée entre 55°
et 60°, Les cellules n’ayant pas sporulé sont tudes 4 cette tempé-
rature et seules les spores résistent. Cette opération terminée, on
humecte le contenu de la lame avec de l'eau-et on le transporte a
I’aide d’un fil de platine sur un tube & tranche de carotte stérilisé;
on obtient ainsi une culture trés sporogéne, issue seulement des
spores de la culture précédente.

Pour suivre la {fusion des spores en cultures. sur cellules
Van T1eghem nous nous sommes servis, comme milieu de cultures,
de jus de raisin 4 8 °/, de gelatine.

Pour les études cytologiques, nous avons presque toujours fait
germer les spores sur tranches de carotte. Les cellules extraites en
grande abondance, 4 V'aide d’un fil de platine, d’une. culture dont
les cellules ont formé leurs spm es, sont ensuite placées sur une
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tranche de carotte stérilisée, puis.laissées & l'étuve & 250 pendant

un temps qui varie avec l'espéce de la levure et le stade de germi-

nation que Von veut étudier. Malgre Pemploi de la méthode précé-

demment indiquée, il reste toujours dans les cuitures un certain

nombre de cellules ne sporulant pas : celles-ci se développent avant:
les spores et empéchent souvent de retrouver les stades de germi-

nation de ces derniéres; il y a donc avantage & étaler de nouveau

les levures sporulées sur une lame que I'on chaufie pendant vingt-

quatre heures & 88° ou 60°, avant de les faire germer sur tranche.
de carotte, de facon a tuer les cellules végétatives'. Nous nous

sommes assurés préalablement que ce traitement ne déterminait

aucune variation dans le mode de germination ‘des spores. Ce
procédé a surtout ’avantage, comme nous le verrons plus loin, de

permettre d’étudier d’une fagon (res précise la germination des

spores de la levure de Johannisberg, qui gsans cela pourrait préter

a certaines erreurs. Il a cependant Vinconvénient de dounner des

préparations moins belles ou les spores sont parsemées de cellules

végétatives désorganisées et mal colorées.. -

'Afin de chercher 4 éviter toutes causes d’erreurs dans une ques-
tion aussi délicate, nous avons perfectionné autant que possible la
technique histologique que nous avions employée dans nos précé- -
dentes recherches (2). Au lieu de continuer, pour les fixations,
l'usage de I'acide picrique ou de l’alcool, nous avons reconnu que
le picroformol (Bouin) donnait des résultats bien supérieurs’; aussi
la plupart de nos fixations ont été faites 4 I’aide‘de ce procédé. La
fixation dure douze heures, aprés quoi, on lave a I’alcool a- 70°,
renouvelé jusqu’a ce qu’il ne jaunisse plus par ’acide picrique; ce -
lavage doit &tre effectué avec le plus grand soin. Un autre procédé |
qui donne presque toujours de trés bons résullats est le liquide de
Péreniy (1); on luisse agir le fixateur pendant 12 heures, puis on
lave 4 ’alcool a4 70°. Le liquide de Flemming peut étre employé
aussi, & condition toutefois de décolorer les celiules par le per-
oxyde d’hydrogeéne suivant la méthode d’Overton ; ce procédé est -
généralement inférieur aux précédents ; la pénétration ne se fait -

(1) Acide chromigue a 0,5 p. 100, 3 parties,
- Acide nitrique & 10 p. 100, b —
~ L Aleool.” Lo o 3 —
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.en effet, pas trés réguliérement dans toutes les cellules; il permet
cependant, avec des colorations 4 ’'hématoxyline ferrique, d'obtenir
gquelquefois les détails de structure du noyan d’une facon plus
nette qu’avec le picroformol. Le liquide de Lenhossék donne égale-
iment de bons résultats ;- d’autres, tels que les liquides de Zenker
et de Tellyesiuchy ont été essayés sans succes.

Dans quelques cas, on peut pratiquer des coupes a la paraffine
on coupe soit un amas de levures adhérentes, soit un fragment de
carotte renfermant une couche epalsse de levﬁres les  résultats
sont généralement peu satisfaisants. Lo

" Comme colorants, nous avons dd continuer 1’ usage de I’ hémalun
et de ’hématoxyline ferrique; les procédés quinous. (44) avaient
donné des résultats trés satisfaisants dans 'étude des Ascomycétes
ont 6té essayés sans sucess, de méme que certains réactifs employés
dans ces derniers temps pour les Protozoaires tels que le bleu
Marino : oous avons, cependant obhtenu p’irf.ms dassez bonnes
préparations avec la safranine lichtgrin et le bleu polychrome,'
mais les reégressions’sont extrémement dehoates et les prépara-
tions ne peuvent dtre conservees que daus le Baume de Canada
lequel contracte fortement les cellules de levures. |
' Il n’existe pas de bons procédés de montage des preparatlons
le meilleur est la glycérine gélatinée, .

~ mais il ne permet guére de conserver

les préparations plus de six mois ou - . . ) :

un an. Si ’on veut ies conserver plus
longtemps, il faut avoir recours au
~ Baume de Canada, mdlgré ses incon- |
v-‘-nlents

111. SACCHAROMYGES CEREVISIAE,
' PASTORIANUS &7 ELLmsoi‘DEUS‘

‘La germination de ces levures dé- . | :
' Fig. 1. — Saccharomyces pasio-
bul,e par un gonﬂement des spores,  rianus, — Germination des
lesquelles bourgeonnent ‘ensunite . en spores (tranche ~de carotte
tous sens & la figon des cellules végé- :ﬂf;’z :020(;’“-“”5)'5 gross. en-
tatives. Nous n’avons jamais observé '
de fusions entre les spores (fig. 1). Il est vrai que ces fusions ne
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sont signalées par Hansen qu’a Pétat @’ exception (1); d’ailleurs, de
Pavis de ’auteur, elles n’ont rien de commun avec celles qui s’ac-
complissent dans le S. Ludwigii; en effet, elles ne consistent qu’en
une dissolution progressive de la cloison qui sépare deux spores
-accolées J'une A l'autre, elles ne se produisent que lorsque le hour-

e b

I‘ig. 2, — Saccharomyces cerevisie. — Germinalion des spores ; gross. environ
1000. Les deux spores se sont fusionnées a4 [ par dissolution de la cloison
.. séparatrice (d’apres Hansen)

_geonnement des spores est déja trés avancé et n’ont ]amms lieu
entle des formations nouvelles (ﬁg 92);- Hansen (1) mterpréte ce
processus comme une sorte de pamsmsme une des spores cher-
che a s’alimenter chez lautre pour satisfaire aux exigences de la
‘formation de nouveaux bourgeons Par conséquent, ces fusmns ne
ressemblent en aucune facon a des con]ugalsons et ne dowent pas
nous préoceuper ici.

IV. ScHIZOSACCHAROMYCES MELLACEl

- Les speres ne germent ordinairement quaprés la résorption de
la membrane de ’asque. Cette résorption s’effectue de trés bhonne
heure: les spores s’isolent ou restent groupées ensemble; elles
e gonflent et donnent naissance chacune 4 un petit tube qui se
cloisonne et produit de mnouvelles cellules (fig. 3). Souvent, il
arrive que quelques-unes d’entre elles commencent & former un
petit mamelon, puis ce dernier arréte sa croissance; un autre
mamelon se produit alors a cété, lequel se développe en un véri-
table tube de’ germination perpendlculalre au petit mamelon prl-
mitif : on obtient ainsi des figures ressemblant un peu a des T
dont la barre horizontale comprend denx mamelons (fig. 8, a, b, c,
d), 'un étant la spore et I'autre provenant du bourgeon a_vorte



GERMINATION DES SPORES DES LEVURES 343

ces figures rappellent vaguement les stades de fusion des spores
du S. Ludwigii et les deux mamelons dont nous venons de parler

5L 5

Fig. 3. — Schz’zosaqc‘hafomyoes mellacet. — Germination des spores (tranche de
carotte aprés 40 heures); gross. environ 1000. '

‘pourraient étre considérés comme des spores: c'est ce que
Lepeschkin (7) avait attribué & tort a la fusion de ‘deux spores;
en réalité, on ne constate pas de fusion entre les spores de cetle
levure. | - S - | |

V. SaccBAROMYCES LUDWIGI

Malgré le long article (2) que nous avions consacré aux fusions
des spores du S. Ludwigii, nous avons pensé qu’il‘ne' serait pas
inutile de reprendre leur étude & l’aide de nouvelles méthodes.

. Au point de vue morphologique, les 'n‘(')uve_lles_ observations, que
nous avons faites, préciseront certaines remarques que nous avions
déja laissées entrevoir. Rappelons d’abord briévement conqmerit
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‘s'opére la germination des spores du S. Ludwigii. L’asque renferme
-presque toujours quatre spores : ces derniéres maissent par paires
aux deux poles de la cellule mére de I'asque. Les deux spores de
chaque pole proviennent de la division d’un méme noyau, elles sont
done sceurs : elles restent souvent soudées ’une a 'autre par une
lame cytoplasmique, reste de I’épiplasme. A la maturité de ’asque,
les spores sont trés gonflées et occupent tout le volume-de l’asque,
mais elles restent soudées deux 4 deux par cette lame cytoplasmique,
ce qui permet de reconnaitre leur parenté. |

Dans la germination des spores jeunes, la fusion s’opére, dans la
régle, entre deux spores contigués et provenant de la méme division
nucléaire : chacune émet un petit bec, les deux petits becs ainsi
formés se rencontrent et se sondent en un canal de copulation. Cette
fusion s’opére presque copstamment dans l'intérieur de I'asque-
Une fois qu’elle est effectuée, le canal de copulation ne tarde pas a
donner naissance 4 un tube germinatif qui, en s'allongeant, perfore
la membrane de 1’asque : aprés avoir atteint une certaine lon-
gueur, ce tube se sépare du canal de copulation par une cloison
transversale accompagnée d'une légére constriction, délimitant
une céllule qui ne tarde pas de se détacher. La formation de cette
premiére cellule est suivie de la naissance d'un grand nombre
d’autres cellules se formant par le méme procédé. Dans les levures
ordinaires, le §. cerevisie par exemple, les spores germent d’'une
manidre trés diflérente ;ff:lles' ne produi’sent' pas de tubes germinatifs-
et bourgeonnent en tous sens a la facon de cellules vegétatives.
Les spores du §. Ludwigii germent, au contraire, dans une direc-
tion déterminée par la formation d’un tube germinatif qui donne
naissance aux nouvelles cellules' par .cloisonnement accompagné
d’étranglement. Hansen (1), qui le premier remarqua cette parti-
cularité, a désigné ce tube germinatif sous le nom de promycélium,
en le comparant aux promycééliums d’Urédinées et d’Ustilaginées.
Nous avions déj& laissé entendre que cetle expression de promy-
célium ne nous paraissait pas trés exacte. ‘Dans les Urédinées, en
effet, le promycélium dérivé de la teleutospore est un tube cloisonné
en quatre cellules dont chacune donne naissance & une ba31dlospore
dans les Ustilaginées, les chlamydospores produisent ‘aussi un tube
cloisonné, dont chaque cellule fournit des conidies. Ces promycé-
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Jiums sont considérés comme 1'homologue des basides et les spores
‘gqu’ils produisent ontété assimilées a des basidiospores. Mais dans
le tube germinatif du 8. Ludwigii, nous ne constatons rien de sem-
blable; la formation du tube de germination n’a rien de trés parti-
culier, si I’on considére que le canal de copulation est seul 'endroit
favorable ala formation des nouvelles cellules, puisque les spores
‘restent individualisées et sont enveloppées d’une membrane
épaisse; de plus ce mode de multiplication des spores ne différe
pas, en réalité, du mode de multiplication des cellules végétatives
de cette levare. On sait que, en effet, le S. Ludwigii se distingue de
toutes les autres levures parce que ses cellules se divisent par un
procédé intermédiaire entre le cloisonnementetle bourgeonnement;
en outre, la formation des bourgeons, au lieu de s'effectuer & un
endroit quelconque de la cellule, ne se produit guére qu'aux deux
extrémités longitudinales de la cellule. Mais laissons pour un
moment celte question.

Le mode de germination (ue nous avons déerit est le plus
fréquent : il peut subir cependant de nombreuses variations. La
fusion des spores ne s’opére pas toujours dés le début de leur deve-
loppement : les deux becs destinés & se souder prennent alors la
forme de tubes qui ne se fusionnent qu’aprés s’étre plus ou moins
allongés (fig. 4, ¢} ; c’est ce qu'Hansen avait déja remarqué : il avait
montré, en eflet, que la fusion se fait tantét entre les spores elles-
mémes, tantot entre leurs promycéliums. 11 peut se faire aussi que
deux spores contigués produisent chacune un petit bec en sens
opposé : quelquefois ces becs s’allongent, forment de longs tubes
qui finissent par se rencontrer et souder en décrivant une circonfé-
‘rence (fig. 4, a). Enfin, les spores, ne. se développant pas toujours
simultanément ou quelques-unes d’entre elles étant mortes, on
voit parfois des fusions entre des spores non contigués d’un asque ou
méme entre des sporés appartenant a des asques diftérents, voisins
- 1’un de l'autre (fig. 4). Dans ce cas, les spores sont obligées de four-
nir de longues protubérances pour arriver a se rejoindre; quelque-
fois méme, ces protubérances renoncent A se fusionner: .elles
se cloisonnent et donnent des cellules par bourgeennement latéral
(fig. &, b). Nous (4) avions signalé, dans le Sch. octosporus, des cas
analogues de cellules éloignées ayant émis des protubérances tres
‘allongées pour se rejoindre et qui, sur le point de se fusionner, se '
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cloisonnent et deviennent le sidge d’'une multiplication cellulaire.
Enfin, il existe toujours une certaine quantité de spores qui ger-

F;g 4, — Saccha'ro'm'yces Ludwlgu —_— Gerrmnatlon des spores Agées (tranche
de oarotte aprés 12 heures) ; gross. environ {000, ' '

ment isolément ; ces derniéres.(ﬁg. '4) fournissent chacune un petit
tube qui prend la forme d’une cellule normale et se détache, mais
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le plus souvent, elles produisent des tubes plus ou moins con-
tournés qui aprés avoir atteint une longueur souvent assez consi-
dérable finissent par se cloisonner, Il parait donc évident que ces
tuhes sont destinés & rechercher d’autres tubes émis par des spores
voisines et que, s'ils finissent par se cloisonner, c¢’est qu’ils ont
échoué dans leurs tentatives de fusion. C’est le cas que nous avons
longuement décrit dans les Schizosaccharomycétes et que Barker
a lui-méme signalé dans le Zygosaccharomyces. Ces tubes, que
Hansen appelle des promycéliums, n’ont donc d’autre signifi-
cation que d'étre des organes destinés & se fusionner et qui, lors-
qu’ils n’y parviennent pas, finissent par germer directement en se
cloisonnant. Ils n'ont rien de comparable aux tubes de germi-
nation fournis par les spores fusionnées; ces derniers, que Hansen
avait aussi considérés comme des promycéliums, ne différent pas
sensiblement des cellules végétatives de cette levure. D’ailleurs,
une preuve décisive nous est donnée par une varieté du S. Ludwigii
dont les spores germent toujours isolément. On se rappelle, en
effet, que nous avions 51gnalé dans uos précédentes recherches (4
et 12) une variété de 8. Ludwigii toujours apogame ; cette variété
ne diffétre par aucun autre caractére de la précédente ; ses spores
germent d’une maniére un peu différente de celles qui germent
isolément dans le S. Ludwigii typique: elles ne fournissent géné-
ralement pas de longs tubes germinatifs, mais elles se gonflent et
se transforment chacune en une cellule végétative qui bourgeonne
a son extrémité ; elles germent donc comme les zygospores- de la
précédente variéte (fig. 5). -

- Hansen avait remarqué que les spores trés anciennes subissent _
trés rarement la fusion et germent presque toutes isolément; en
outre, il avait observé que les promycéliumsprovenant de ces spores
sont beaucoup plus développés que ceux des jeunes spores. En
réalité, cette observation parait étre incomplete, car, en suivant trés
méticuleusement la germination des spores dgées, nous sommes
arrivés a des résultats quelque peu différents. Le nombre des spores
qui germent isolément est, en effet, beaucoup plus grand ‘cela tient
a4 ce qu’un grand nombre de spores sont mortes : aussi celles, qui
sont en état de germer, éprouvent-elles beaucoup plus de difficulté
a4 se fusionner; étant fréquemment a c6té de spores mortes, elles
sont obligées beaucoup plus souvent de chercher a se- fusionner
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avec des spores d’autres asques etil y a moins de chance qu’elles
_en rencontrent. La fusion, ¢ui presque toujours s’effectuait entre
des spores contigiies et seurs, dans ia germination de-spores jeunes,

Fig, 8. — Saccharomyces Luowigii (variélé apogamey, — Gerimination des.
spores {Lranche de caroite, aprés 12 heures) ; gross. environ 1000, ° ~

s'opére done ici trés fréquemment entre des spores appartenant a
des asques diflérents. 11 se passe ce que nous avions décrit dans les
races de Sch. octoporus (2) manifestant une tendance & devenir aspo- -
‘rogéne. Pour ‘cette méme raison, les spores se fusionnent ordinai-
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rement, plus tardivement, ce qui explique que Hansen, ne les .
ayant pas observées suffisamment longtemps, a pu croire gue
presque toutes germaient isolément. C'est dumoins, croyons-nous,
ce qui ressort de 'examen que nous avons - falt des germmatlons_
de spores datant de six mois'a un an.

Nous avons repris 4 l'aide de fixations au plcroforrnol au
Péreniy ou au Flemming, I’élude cytologique des fusions des spores
du S. Ludwigii. Grace a ces fixations nous avons pu obtenir la
différenciation de la structure du noyau : on se souvient, en effet,
que dans nos recherches précédentes, nous n'avions pu difiérencier .
le noyau de cette levure, auirement que sous forme d’un corps
sphérique. homogeéne. Ce corps homogéne n’était autre chose que
le nuclidéole, la chromatine et la membrane se colorant trés diffici-
lement étaient restées inapercues. On peuat facilement étudier la
structure du noyau dans les cellules végétatives jeunes: on 'y dis-
tingue un nucléoplasme incolore limité par une membrane.colorée
et dans 'intérieur du nucléoplasme quelgues fins granules de chro-
matine toujours trés difficiles & mettre en évidence et un nucléole
ayant la forme d’un croissant, accolé 4 la membrane (Pl 1, fig. 1).

:Les colorations des premiers stades de la fusion des spores:
‘sont difficiles; cela tient 4 ce que la fusion des spores s’efiectue
presque constamment dans l'intérieur de 'asque et que c’est seu-
lement le tube de germination en se développant qui fait éclater
la membrane de 'asque ; cette double membrane, celle de Pasque
et celle de la spore, fait souvent obstacle 4 la pénétration des colo-
rants ; la différenciation du noyau est donc trés 'délicate dans les
stades de fusion des spores : aussi dans notre premiére étude, les-
méthodes que nous avions employées ne nous avaient pas souvent
permis d’étudier ces premiers stades de la germination : nous
avons pu depuis, avec des fixations au picroformol et surtout au
Péreniy et des colorations 4 I'hématoxyline ferrique, suivre d'une
maniére trés précise tous les stades de la fusion nucléaire. Des
coupes trés fines 4 la paraffine peuvent é&tre parfois employées
.pour cette étude, hien (u’en réalite il n’y ait toujours qu une cer- -
taine quantité des cellules qui soient coupées.

Au moment de la formation des deux petits becs émis par Ies
deux spores.qui vont se fusionner, le noyau de chacune des spores.
reste ordinairement 4 la place qu’il occupait primitivement, méme
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s’il se trouve 4 I'extrémité opposée au bec. Il ne s’introduit généra--
lement dans le canal de copulation que lorsque la paroi séparatrice -
des deux cellules s'est résorbée et que la fusion des spores est
effectuéde : 3 ce moment, on observe des stades ave¢ deux petits
noyaux situés dans le canal de copulation, trés rapprochés I'un de
I’autre, et d’autres avec un seul noyau sensiblement plus gros que
les deux précédents au milieu de ce canal (Pl. 1). On peut aussi
rencontrer, mais beaucoup plus rarement, des stades 4 un noyau -
unique, trés allongé, qui représente le stade de la fusion nucléaire
. (PL. 1, fig. 14 et 14). Dans les stades & deux noyaux, ceuXx-ci étant
trés petits, il est rare gque l’on puisse observer leur structure, mais
il est plus facile de différencier cette structure dans les stades .4 un-
seul’ noyau. Pendant tous ces stades les deux spores restent trés
vacuolaires et remplies de corpuscules métachromatiques, tandis
- que le canal de copulation renferme un cytoplasme trés dense, ce
qui parait indiquer qu’il. 8’y produit un mélange du cytoplasme-
des deux spores; I’hémalun qui. colore fortement:le oytoplasme :
permet de se rendre compte de cette disposition. : SR

- La fusion opérée, le canal de copulation ne tarde pas a donner '
najssance au tube de germination (PL. 1, fig. 31, 32, 34, 35, 40, 41) :
ce n’est que lorsque ce dernier alteint sa dimension maxima que
le noyau y pénétre et's’y divise, généralement par étranglement.
Pendant le développement du tube de germination, le noyau grossit
beaucoup et sa siructure se laisse trés mettement différencier.
Remarquons que, dans tous ces phénoménes, le noyau montre une
trés grande. 41ndépendance vis-d-vis ‘'du cytoplasme, ‘puisque la

formation du canal de copulation et plus tard celle du tube de.

germination s'effectuent sans son concours. Nous avions déja .
signalé cette partlcularlte autrefms au su;et du bourgeonnement:
des cellules de levure.: : : : S
La fusion nucléaire s’effectue de la maniére que nous venons
de décrire, dans Jla.plupart des cas; parfois, cependant, le phéno- -
méne s'opére de facon un peu différente.-Ainsi, la fusion, au lieu
de se produire dans le canal de copulation, peut s’opérer dans 1'une .
des spores. D’autres fois, comme nous I'avons déja dit, il arrive que
- la fusion des spores, qui généralement a lieu dés le début de leur
gonflement, ne se fasse que tardivement (P1, 4, fig. 20); ¢’est ainsi
que deux spores contigués peuvent ne pas se développer simulla- .
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nément : Pune aura déja émis un long tube de germination dans
lequel le noyau a pénétré, tandis que la seconde, en retard, for-
mera un petit bec qui finira par se fusionner a la base du tube
dérivé de la premiére, + on rencontre donc des spores fusionnées,
ayant déja donné naissance A leur tube de germination, et dont
les deux noyaux ne sont pas encore copulés (Pl. 1, fig. 30); c’est,
gqu’en réalité, le tube de germination provient de I'une des spores,
et que la seconde moins développée ne s’est soudée a la premiére
que -beaucoup plus tard. La planche 1 nous montre un- grand
nombre de figures de la fusion nucléaire. La figure 34 de la planche
1 représente deux zygospores : dans la zygospore du haut, I'une
des spores, avant de s’unir a sa congénére, avait déja émis un petit
bec ; celui-ci, n’ayant pu réussic a se fusionner, a arrété son déve-
loppement, pendant qu’un autre bec se formait 4 c6té et parvenait -
-4 se_conjuguer avec la spore voisine. Barker (43 et 23} a signalé
plusieurs cas analogues dans la conjugaison du Zygosaccharomyeces.

Hansen (1) avait constaté assez fréquemment la fusion de trois ou
méme de quatre spores ensemble ; nous n’avons remarqué qu’une
ou deux fois, sur plusieurs centaines de préparations et sur des
observations en cultures sur cellules Van Tieghem, des fusions de
trois spores ; jamais nous n’avons rencontré de fusions de plus de.
trois spores. Ces fusions multiples constituent donc une anomalie
excessivement rare dont Hansen g’est certainement exagéré la
fréquence. Une. fois, nous avons constaié la présence de trois
spores fusionnées avec un seul noyau au milieu du canal de copu-
lation, qui. paraissait indiquer que les trois noyaux .s etalent :
fusionnés en un seul, . =

La présence de stades a un seul noyou succédant a des stades d deux
noyaux, le noyauunique-étant plus gros que les précédents, a été observée
d’une maniére trés précise sur un nombre considérable de préparations
et ne laisse pas place a d’autre interprétation que celle de la fusion .
nucléaire : celle-ci ne peut.done faire - le moindre doute. En eflet,
I’'existence de stade 4 un seul noyau succédant & des stades & deux
noyaux ne peut pas étre expliquée par une dégénérescence de l'un.
des deux moyaux, car on observerait probablement des traces de
cette dégénérescence et, en tous cas, on ne trouverait pas de stades
4 deux noyaux trés rapprochés I'un de l’autre au milieu du canal
de copulation. Une autre objection plus sérieuse aurait punous étre
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faite aprés notre premiére publication sur cette question: les deux
spores, une fois fusionnées, donnent naissance, au milieu de leur

canal de copulation, a un tube de germination qui se sépare “de ce
dernier par une cloison et forme une cellule~Cette cellule, une fois

" détachée, pourrait donc renfermer I'un desnoyaux des deux spores,

en admettant que la fusion n’ait pas lieu ; le canal de copulation
ne posséderait plus alors qu’un seul noyau et nous aurions pu -
" interpréter ce stade comme une figure oi1 le canal de copulation n’a
pas encore commenceé sa multiplication et 1’unique noyau comme
le résultat de la fusion des noyaux primitifs, Mais les figures de ce
stade 'différent un peu de celles des stades précédents, par leur
aspect extérieur : le canal de copulation, au lieu de présenter une
surface ronde, montre généralement une surface plate par ou s’est
détachée la ‘cellule; en outre, presque constamment, [a.fusion des
spores et la. fusion nucléaire s'effectuent dans l’mte’fmeur de s abque, ce
quz ne Iazsse plus dés lors AUCUN doute ' '

VI, LEVUHE-DE JouanNisperG I -

La levure de:Johannisherg II est une levure haute, découverte
par Wortmann (414) en 1892 : ses cellules ressemblent un peu a
celles du 8. cerevisiz et ne présentent aucun caractére bien parti-.
culier. Les asques renferment in nombre variable de spores, une
& quatre; le nombre le pins fréquent est quatre. Hansen (B) a -
étudié récémment la germination des spores de cette levure et a .
montré qu'elles germent d’une maniére particuliere : d’aprés cet:
auteur, au lieu de bourgeonner directement, .elles s’allongent et
produisent d’abord des tubes droits ou recourbés qui bourgeonnent
eusuite sur toute leur surface. En outre, un certain nombre d’entre
elles 'se fusionnent deux & deux avant de germer. Nous avons repris -
ces observations en cellules Van Tieghem; les résultats que neus
avons ohtenus peuvent se résumer de la maniére suivante : les -
spores se gonflent; parfois elles commencent 4 germer dans 1’inté- .
rieur de I'asque comme dans le §. Ludvigii, mais le plus souvent la
membrane éclate au moment de leur gonflement. Tant6t elles
germenl isolément, tantot elles se fusionnent deux a deux. Dans :
le premier cas, elles germent 4 peu prés comme dans ies levures °
ordinaires en bourgeonnant directement (fig. 6). Nous avions dit, -
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@Fig 6. — Levuré de Johanmisberg I1. w'cG'érlﬁjl:_iﬁ‘t_i()‘;i-clés 'spg')r‘_es';\t;‘-éumhe de’
| .. carotte, aprés 10 heures) ; gross, environ 1000, - B

‘Rev. gén, de Bolanique. — XVIL 23,
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au contraire, dans une note préliminaire (18), que les spores,
germant isolément, produisaient, avant de bourgeonner, des
tubes droits ou recourbés, comme l'avait décrit Hansen. C’'était 1a
une erreur, provenant de ce que nous avions pris les figures deéri-
vant dela fusion de spores éloignées (lesquelles sont trés fréquentes)
pour des spores .ayant formé isolément un tube de germination.
En étudiant la germination des spores, aut bout de cing ou six
heures seulement, on se rend facilemient compte que ces figures
sont formées d’un long canal de copulation reliant deux spores
faciles 4 reconnaitre par leur membrane épaisse. Plus tard, il se
forme un bourgeon dans le canal de copulation, puis d’autres nais-
gent sur toute la surface de ces figures : pendant ce temps, les
spores se sont gonflées et leur membrane a diminué d'épaisseur, ce
qui ne permet plus 4 ce moment de reconnaitre leur individua-
lité (fig. 6, a, b, ¢, d), Parfois, il peut arriver que Pune d’elles, moins
gonflée .que l’autre, ait conservé ume membrane un peu plus
épaisse, ce qui produit des figures que l'on risque d’attribuer &
tort 4 un tube de germination dérivé d'une seule spore (fig. 6, b, ¢, d).
Les fusions de spores sont donc bheaucoup plus fréquentes que
Hansen ne l'avait cru et que nous ne l'avions pensé nous-mémes.
La plupart des figures dessinées par Hansen para1ssent provenir de
la fusion de deux spores. .

Plus de la moitié des spores, en eﬁet se fusmnnent deux a deux
au moment de leur germination. Cette fusion s’accomplit 4 peu
prés comme dans le S, Ludwigii (fig. 6). Les deux spores, une fois
gonflées, émettent chacune un petit bec et les deux becs ainsi for-
més se soudent en un canal de copulation, mais ici il semble que
les spores s’unissent beaucoup plus fréquemment entre spores
non contigués (fig. 6), sans doute par suite de la variabilité de leur
nombre dans les asques, lequel, n’étant pas toujours pair, les oblige
souvent 4 aller chercher des spores dans un autre asque. La fig. 6
nous montre un grand nomhbre de ces fusions : plusieurs rappellent
celles que nous avions figurées dans la formation des asques des
Sch. Pombe et mellacei (&), La fusion opérée, le canal de copulation
devient le siégge d’un bourgeonnement qui donne naissance aux
nouvelles cellules. Assez souvent, les bourgeons, au lieu de se
- former au milieu du canal de copulatlon Pprennent naissance dans
I'une des spores a un point o1 la membrane offre pen de résistance.
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Jamazs sur un trés grand nombre de germmatlons nous n’avons
rencontré de fusions multiples. Hansen, au contraire, avait signalé
comme assez fréquente la-fusion de trois spores. De méme que
Hansen, nous avons parfois constaté: dans les germmatlom sur
carotte des spores smt isolées, 501t fusmnnees se transformant
directement en asques. -

Passons maintenant a I'étude cytologlque de ces fusions. Dans
les cellules végétatives, le : noyau montre une structure différencide
analogue a celle du S. Ludwcqu ; il est généralement plus gros et
posséde un nucléole volumineux aceolé 4 la membrane et ayant
‘une forme qui ressemble plus ou moins i un croissant ; la membrane
se distingue difficilement (P1. 2, fig. 1 43). La d1v151on s'effectue
' toujours par amitose. Bemarquons, en passant, que le noyau se
montre toujours trés indépendant du cytoplasme dans le bourgeon-
nement. Il ne se divise guére que lorsque le bourgeon a acquls sa
taille maxima. Parfois méme, il nous est arrivé d'observer des
cellules avéc un bourgeon volumineux ayant déjd commencé a
bourgeonner lui-méme, alors que le noyau n'était encore qu’en
voie de division dans la cellule mére du premier bourgeon. On
observe dans les vacuoles des corpuscules metachromathues en
abondance. E - '

La fusion nucléalre est plus difficile & démontrer gue dans le
S. Ludiwigii ; en effet, la plupart des spores germant aprés la rup-
ture de la membrane de Vasque, il est trés difficile de distinguer
les stades ot les spores viennent de se fusionner des stades ulté-
rieurs-ou la zygospore a déja fourni un bourgeon qui s’est détaché,
Il est ‘nécessaire, pour éviter toute erreur d’interprétation, de
rechercher; sur les tubes de carottes ot I’on fait germer les spores,
le moment précis ou la plupart de ces derniéres ont commencé a
se fusionner et ol pas une d’elles ne s’est encore multipliée. La
germmatlon des spores de cette levure est beaucoup plus rapide
que celle du S. Ludwigii: et cé moment varie entre la cinquiéme
et la sixidme heure. L’emploi de la méthode mdlquée plus haut,
pour tuer les cellules végétatives qui accompagnent nécessaire-
‘ment les asques, fournit la preuve qu ‘aucune  cellule n’ 'a été pro-
duite par les spo:es fusionnées, s’il n’existe dans les préparatlons
que des stades de fusion et des cellules Vége.t'lthGS désorganisées:
D’ailleurs, méme sans avoir recours a ce procédé, ‘on rencontre
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parfois des spores: fusionndes 4 lintérieur de Uasque et -renfermant
un seul noyaw, qui _.prowuefnt d'une maniére trés précise la. fusion
n.ubléaz’re, (Pl. 2,' fig. b6, 64, 74, 81, 82). Cette derniére s’accomplit
comme dans le S. Ludwigii. Les spores renferment un seul noyau
dont la structure est difficile & différencier, étant donné sa petitesse,
mais, dés qu’elles ont commencé 4 gonfler et & émettre leurs petits
hecs destinés & se fusionner, la structure du noyau devient appa-
rente. La - formation des petits becs s’accomplit d’ordinaire sansle
concours du noyau; ce n’est que lorsque la fusion est opérée que
le nloyau de chaque spore s’introduit dans le canal de copula-
tion; on observe alors, dans -ce canal, des stades 4 deux petits
noyaux-plus ou moins rapprochés et d’autres 4 un seul noyau plus
gros que les précédents {(Pl. 2 et Pl. 3). Le noyau- de cette levure
étant beaucoup plus gros que celui du S, Ludwigii, il est facile de
suivre les phases de la fusion nucléaire qui sont représentées par
des stades 4 deux mnoyaux accolés 1’un & ’autre-et par d’autres a
un s.eul-noyau;trés allongé dont le nucléole présente-des formes
variables, qui.'d’ordinaire ressemblent 4 deux  croissants réunis
par I'une .de leur extrémités ou & un seul croissant irés allongé
ou encore A un haltére (P1. 2, fig. 48 & 73). La fusion nucléaire se
fait généralement au milieu du canal de copulation, mais souvent
aussi dans I’'une des spores. La fusion opérée, le premier bourgeon
ne tarde pas & apparaiire : la division nucléaire ne se produit que
quand ce dernier a acquis sa taille. maxima ; elle se fait toujours
par allongement suivi d’étr dnglement (Pl. 3, fig. 30 & 36).,

Un fait extrémement curieux est que la formation du premier
hourgeen dérivé du canal de copulation, s’opére dans un grand
nombre de cas, avant la fusion nucléaire, si bien que l’on serait
parfcus tenté de croire que cette derniére n’a pas lieu. Assez. sou-
vent, en effet, ce n’est que lorsque le premier bourgeon a com-
mencé & apparaitre ou ménme lorsqu’il a aequis une certaine
dlmensmn que les deux NOyaux s accolent el se fusionnent (Pl..2,
fig. 33 a 44). , : . | L :
- Cela témmgne d une grande 1ndependance entre le noyau et le
cytoplasme nous avons eu déja loccasion, au cours de cet article,
d’atlirer 1attent1011 sur. cette mdependance dans le bourgeonne-
mient. des levures Des faits analogues ont été observés tout récem-
| ment par Mane (47) dans le bourgeonnement des. CODldIBS levures
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des Basidiomycétes et par Chodat et Crétier (1) (48) dans les
ramificalions de certaines Algues. Il est curieux de 1encontrer
ici cette mdépenclance entre le noyau et le cytoplasme jusque dans
la conjugaison. La figure 37 de la planche 3 représente deux spores
en voie de conjugaison : la cloison séparatrice n’est pas encore
résorbée ; 'une d’elles a déja commencé a bourgeonner

On observe des anomalies encore plus curleuses dans quelque
cas, la fusion nucléaire parait ne pas avoir lien ; les deux noyaux
semblent rester séparés On trouve, en effet, des figures ou le hour-
geon aydnt déja atteint sa taille maxima netardera pasa se séparer
de la zygospore et dans lesquels il existe encore au milieu du canal
de copulation deux noyaux geuéralement assez rapprochés, quel-
quefois accolés l'un a l'autre, mais pouvant étre aussi trés éloi-
gnés : il est peu prohable que la fusion s’effectue dans ces cas ;
dans d’autres figures, on observe le passage de l'un des deux
noyaux dans le bourgeon: le noyau le plus rapproché de ce dermer

s'introd u1t en s’étirant dans le col qui unit le bourgeon 4 la zygos- -
pore, pu1s pénétre dans le baurgeon, tandls ‘que le second noyau
reste dans la zygospore. Les figures de 40 & 80 de la planche 3
représentent ces différents stades. L’ mterpmtatlon de ces anoma-
lies offre de grandes difficultés. Nous avions d abord pensé, au
début de nos recherches, que ces figures & deux noyaux, avec. un
. bourgeon dé]a presque entiérement formé, représentaient des
stades ou, Ies noydux primitifs §'étant fusionnés antérieurement,
le noyau copule 8 etalt déja divisé dans Vintérieur de la zygospore
pour fournir- le noyau destiné au bourgeon bien plus, les deux
noyaux étant souvent accolés et leur membrane géparatrice étant
trés peu distincte, nous avions pensé un moment que quelques-
unes de ces figures pouvaient éire considérées comme des stades
d’anaphase d’une mitose. Nous avons dit bientét abandonner cette
mterpretatmn, dans le cas normal, la fusion nucléalre 8 eﬁectue,
en effet, trés tardlvement souvent apres lappamtlon du rudiment
du premier bourgeon : de plus la division nucléaire ne commence
que lorsque le bourgeon est déja enti¢rement développé et se fait
toujours par amitose, aussi blen dansle bourgeonnement des cellules

1) Dﬂns un mémoire réeent, Chodat et Crétier taxent d* exagerauon Ia théo:ie
d’Hderldndt relative.a-1a’ foneltion membranogéne du noyat. co
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végétatives que dans celui des zngSpores. Les trois hypothéses
suivantes reslent possibles: .

10 Si 'on considére que 1les deux noyaux qui sont genéra-'
lement assez rapprochés 'un de l'autre au moment ot 1'un d'eux
pénétre dans le bourgeon, sont nettement distincts, il faut admettre
que dans certains cas la fusion des noyaux n’a pas le temps de
s'effectuer, le bourgeonnement étant trés rapide : étant donné
- les théories adinises, il semble que l'on ne pourrait interpréter
ce phénoméne que comme un cas partlcuher ddpogamle On
doit convenir, d'ailleurs, qu’il n’y aurait pas a s’étonner outre
mesure d'un pareil mode d’ apogamie : il n’ ya pas une différence
essentielle entre le cas, que nous venons de mgnaler ou les
denx gamétes mélangeraient leur cytoplasme, mais germeraient
sans que la fusion nucléaire ait eu lieu, et le cas trés répandu
dans certaines Algues et dans certains Champlgnons (Mesocarpus
prrocryra, Mucormées) de deux gamaétes qui se réunissent par un
canal de cc)pulatlon mais qui, la cloison séparatrice des gamétes
‘ne se résorbant pas, n’arrivent pas & accompllr Ieur fusmn et
produisent chacun une parthénospore.

Quoi qu’il en soit, ce phénomeéne mérlteralt d attirer partlcuhé-
rement lattentlon car ]amals jusqu’ici 11 nen a té sngnalé de
semblable dans aucun organisme,

La levure de Johannisherg (1) montreralt done une tendance
trds accusée 4 'apogamie, qul se mamfesteralt non seulement par
un grand nombre de spores germant isolément, mais encore par
des fusions de spores non accompagnées de fusion nucléaire,

Si l'on a]c)ute A cela que, trés fréquemment les zygospores
commencent a hourgeonner avant que la fusmn nucléalre sou;

(1) Les levures sembleraient donc nous offrir, comme d’ailienrs ¢ela parait se
rencontrer dans beaucoup de Champignons (Saprolégniacées) et Algues (Dialo-
mées (18}, Cullériacées (20), toute une gamme de phénoménes d’apogamie. En
eﬁet les levures les plus répandues ont perdu toutes traces de sexualité ; quel-
ques espéces séulement présentent des conjugaisons : encore ces derméae ont-
clles-une tendance 4 devenir apogames et nous offrent-elles de nombreux excmples
@ apogamie, On se souvient que nous avons signalé autrefois (R1) deux variétés de
Sch. mellacei : Yune présente des conjugaisons el l autre est entidérement apogame.
De méme, dauns le S. Ludwigii, nous avons fait connaitre, 4 célé de la variéts. (ue

nous avons étudié dans cet arlicle, une variateé tonjours apogame ; nous donnnns
 quelques  fizures de la germination des spores de cette derniére (Pig, " 5) La
gvure de Johannisberb viendrait done s’ajouter A cette sarie, »
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achevée, on arrive & cette conclusion que la fécondalion semble-
rait avoir perdu son utilité dans cette levure.

- 2° Malgré {outes nos tentatives de ﬁxatlons et de coloratlons
diverses, nous n'avons pu parvenir a observer d'une maniére trés
nette, dans ces figures, la membrane nucléaire et il est impossible
dans beaucoup de cas de savoir si les deux noyaux sont bien -dis-
tincts et si on n’a pas affaire 4 un seul noyau trés allongé qui pro-
viendrait de la copulation des deux noyaux primitifs, mais dont les
deux nucléoles n'auraient pas subi la fusion. En effet, les figures,
qui nous intéressent, renferment deux noyaux formes chacun d’un
nucléole en croissant et d’une vésicule claire de nucleoplasme,
logée dans la concavité du nucleole les deux noyaux sont souvent
trés rapprochés ’'un de l'autre et on ne distingue pas toujours leur
séparation : les deux nucléoles sont opposés et se regardent par
leur concavité; ils sont réunis par une bande de nucléoplasme
renfermant plusieurs ou généralement un seul filet chromatique et
on n'ohbserve pas distinctemen‘t la ligne de démarcation des deux
noyaux. On pourrait donc supposer que l’ensemble de ces deux
nucléoles réunis par du nucléoplasme représente un seul noyau

liongé avee deux nucléoles. Les figures, ou 'un des noyaux parait
s'introduire dans le bourgeon, pourraient étre considérées comme
des stades d’une division indirecte de cet umque noyau; les deux
noyaux fils’ provenant de cette an:ntose renfermeralent chacun I'un
des deux nucléoles du noyau prlnnl,lf sans. que ceux-ci aient eu
besom de se diviser. Mais on peut objecter a cette maniére de voir
que, dans un assez grand nombre de cas, lés deux nucléoles sont
beaucoup trop élOlglléS I'un de 'autre pour étre réunis dans un
méme noyau et que parfois les deux noyaux parmssent étre trés
nettement 1nd1v1dual1ses '

- 3° On sait que dans la fécondation les noyaux des deux gamétes
ne se fus101:ment pas tou]ours immeédiatement (22): dans beaucoup
de cas, ils 8 appllquent seulement 'un contre Vautre et ils ne se
confundent en un seul noyau que pendant la premlére mitose. Bien
plus, chez certains animaux, les Gopepodes,par exemple, non seule-
ment les noyaux scxuels conservent leur 1ndwiduallte malis ils se
dwlsent pendant les premlers stades de la sewmentatlon simultané-
ment sans se coniondre, et ce n’est qi’aprés un certain nombre de
mitoses, qu'ils finissent par se confondre en un seul noyau. Etant

.
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d'onné ce qu1 précéde ot pourra:t supposer‘que dans la levure de
Johannlsberg, il y a, dans la: plupart des ¢as, fusion totale des
noyaux au moment de'la fusmn des gamétes et ‘que, dans quelques
cas, ceux dont nous nous occupons les ‘deux noyaux ne font que
8 accoler en effet, nous avons parfms rencontré des figures ofi-les
deux noyaux paralssqlent se diviser simultanément dans le col du
bourgeon mais ces ﬁgules par suite de leur rareté, peuvent étre
aussi attribudes a des mauvaises ﬁxatlons d’un autre céte, dans la
plupart des cas, un seul des uoyaux pénetre ‘dans le- bOurgeon:
comme nous l’avons montré précédemment, ce qul ne permet
guére d’ adopter cette demlere hypotheése. De ces trois interpréta-
tions, la premlére et debeaucoup la plus vraisemblable ; néanmoins
nous n’essayerons pas de donner la préférence a l'une d’elles, la
technique ne nous ayaut pas permls d’obtemr de données sufﬂsam—

ment préclses
VII. — SACCHAROMYCES SATURNUS

Cet;te levure découverte tout récemment par KIOCker (6) présente
de grandes dnalooles avec le S. anomalus par ses caracléres
phy’smlovlques et par la forme Spéma]e de ses spores : ces derniéres
sont, en effet, ceintes extérieurement d’un anneau médian saillant
quileur donne un peu l'aspect de la planéte Saturne, d’ol le nom de
Saturnus donné 4 cette espéce. On sait que les spores du S. ano-
malus ont aussi une forme partlcuhére celle d’un chapeau avec
un filet saillant partant de la base. La germination des spores de‘
S. Satwr fnus a été décrite par Klocker (6'), elle s eﬁectue, a’ aprés lui,
de la maniére suivante : les spores se gonflent et leur anneau dis-
parait, puis elles bourgeonnent a la facon de. cellules végétatwes H
Klocker rapproche ce mode de germmatlon de celu1 qu’ont observé'
Hansen (1) et Barker (23) dans § . anomalus. 11 s:agnale quelques cas
de fusion entre les &pores. Nous avons suivi la germlnatlon des
spores de cette levure les spores se gonﬂent leur anneau rhsparait
peu. a peu, puis elles commencent. leur développement (ﬁg 7).

~ Les cas de. fusion sont un peu moins fréquents que dans la levure

de Johanmsberg, il n’y a guére qu’'un peu moins de la 11101t1é des
" spores qui se fusionne ; dans_ce cas, la fusion s eﬁectue exactement
- comme dans les levurea préoedentes mais elle sopéne rdlement
entre des spores contigués. . -t
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i+ Les-spores qui germent isolément bourgeonnent- directement a
ta. facon des cellules ordinaires; nous avions pris ici encore des.
figures résultant de fusions pour des tubes germinatifs dérivés
de spores uniques et nous avions décrit, dans notre note prélimi-
naire (47}, un mode particu]ier de germination des spores : nous
av10ns montré que les spores, qui germalent sans fusion pléalable,

I

I‘lg T — Sacrharomynes Sammus — Gelmmatwn des spores
‘ (I;lanche de. ca:otte, anles 10 heules), gmas enwron lOOO

prbd-ms'a-]ent?avant-' de-bourgeouner des tubes de germination et
nous avions. rapproché'ce mode de gerrriinatiou de celui de- la
levure de Johanmsberg (fig. 7, a, b, ¢, d, ¢, [, g, k);; nous avons
fait remarquer, a pmpos de cette derniére levare, que cette inter-
prétanon était inexacte et il ne sera pas nécessaire d’y revenir ici.

Les cellules du S. Saturnus-possédent un trés gros noyau avec
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une structure trés difierenciée (Pl. 3, fig. 61-et 62). La division du
noyau se fait: quelquefois par étranglement (Pl. 3, fic. 64 bis) :
cependant, elle parait s’accomplir le plus souvent par karyokinése;
on rencontre souvent, en effet, des figures d’anaphase avec.deux
petits-poles chromatiques-reliés par un fuseau au milieu duquel se
trouve lv nucléole (Pl. 3, fig. 63, 64 et 74); ces figures rappellent
tout 4 fait les karyokinéses que nous (14) avons signalées dans
~ les Pezizes : elles méritent d’attirer spécialement notre attention,
' | o car c’est la premitre fois
\ qu’on ohserve d’une ma-
nieére précise des mitoses
| dans les levares. '
& - On observe pendant la
- . Tusion des spores, comme
Fig. 8. — Spores copulées, transformées direc— dans les levures précéden-
zixriir;;e;loggflue(tranche de-cflt-otte);gl'qss. tes, deé stades a deux pe-
SRR - tits noyaux dans le canal
de copulation et d’autres a4 un seul noyau plus gros, qui nous
prouvent la fusion nucléaire (PL. 3, fig. 65 a 74), L fusion des
noyaux se fait toujours.ici avant le bourgeonnement et on ne
constate pas de cas ol elle ne se produise pas.
Signalons, enfin, ’existence assez fréquente de spores transfor-
mées directement en asques, que nous avons eu l’occasion de ren-
contrer dans des germinations sur tranches de carotte (fig. 8),

VIIL. CoNiuGsIsONS DES SCHIZOSACCHAROMYCETES

Les observations, que nousj venons de faire sur la conjugaison
des levures précédentes, nous ont donné sur la structure du noyau -
et sur fusion nucléaire, grace a l'emploi d’ane technique plus per-
fectionnée, des notions plus précises que celles que nous avions
obtenues dans nos recherches antérieures sur les conjugaisons des
Schizosaccharomycétes : nous avons donc été amené a reprendre
Pétude de ces derniéres; il ne sera d’ailleurs pas inulile d’établir
des comparaisons entre ces deux sortes de conjugaisons qui
g'effectuent par le méme procédé, mais a des stades différents,
-Nous reprendrons, pour la méme océasion,_ les observations de
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Barker sur le Zygosacchromyces, lesquelles n’ont été confirmées
encore par personne. _ - :

Dans le Schizaccharomyces octosporus, nous avons suivi de mou-
veau la formation des asques en cultures sur cellules Van Tieghem,
Nous n’aurons pas grand’chose 4 ajouter-d ce que nous avions déja
dit sur la question, Sil’on place quelques spores sur du jus de raisin
gélatine dans une cellule Van Tieghem, on les voit se gonfler, puis,
au - bout de quelques heures, se cloisonner en plusieurs cellules,
Il se produit ainsi une active multiplication qui dure deux jours.
Vers le troisieme jour, .la multiplication se ralentit et la conju-
gaison commence, . e | y

- Gomme nous I’avions fait remarquer, les deux cellules qui se
fusionnent pour former un asque sont trés souvent issues d’une
méme génération ; maisnos récentes observations, ayant porté sur
un tres grand nombre de cellules, nous ont mountré cependant que. .

- ..Fig. 9, — Schizosaccharomyces octosporus, — Conjugaisons dans une race
tendant a devenir asporogene (J us de raisin & 8 °/, de gélatine); gross. environ 1000.

nous avions été. peut-étre porté A exagérer la généralité de ce carac-
tére : souvent, en effet, ce sont.des cellules contigués d’une longue
file de cellules ou d’un amas muriforme de cellules qui s’unissent
et il est impossible d’en définir la parenté exacte; dans quelques
cas, nous avons constaté que deux cellules voisines et isolées
s'unissaient et paraissaient provenir d'un méme bipartition alors
qu’elles étaient détachées de colonies difiérentes et se trouvaient
accidentellement éqollées'l’une_a I'autre. Enfin, comme nous l'avions
falit_ressio'rtic,_dans, les cell ules manifestant une tendance & devenir
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asporogénes, les cellules sporogénes se trouvant souvent entourées
de cellules asporogénes sont obligées de s’unir & d’autres cellules
sporogénes qui sont plus ou moins éloignées d’elles ot souvent de
parenté éloignée (Fig. 9). Pour cela, elles doivent émettrs de trés
longues protubérances qui souvent ne parviennent pas a s’unir et
finissent par se cloisonner pour former des cellules végétatives ;
quand elles se fusionnent, elles. donnent naissance 4 dés asques
formeés de deux renflements unis par un long canal de copulation
(Fig. 9); on pourra donc souvent reconnaitre a Ja. forme-des
asques si la conjuguaison s’est produite entre des cellules contigués
ou entre des cellules éloignées. Dans le premier cas, la fusion
aboutit généralement 4 des asques 4 formes ovales, alors que, dans
le second, elle donne naissance a .des asques qui conservent des
fraces de I'individualité de deux gametes; cependant la longueur
* du canal ‘de copulation, quand il ne’ dépasse pas une certaine
mesure, n’indique pas nécessairement que les deux gamaétes, qui
se sont fusionnés, ne sont pas fréres ou ne proviennent pas de
cellules contigués, car, de méme que dans le S. Ludwz'gz'i, la fusion
des protubérances peul s’effectuer plus ou moins rapidement ; il
peut se faire, par exemple, que les protubérances érnises par deux
cellules sceurs s’allongent parallélement avant de se fusionner.
Cela explique que les asques ont toujours des formes extrémement
variables. Quoi qu’il en soit la fusion s’établit trés souvent entre
des gameétes fréres. e o o A
Sur tranche de carotte le développement ne g’effectue pas comme
dans le jus de raisin gélatiné et il aboutit plus rapidement 4 la
sporulation ; si l’on ensemence sur ce milieu des spores et si ’on
observe leur développement, en prélevant hegre par heéure une
petite portion de la levure que l’on examine au microscope, on
observe des phénoménes trég curieux : la carotte étant un milieu
défavorable au développement végétalif de la levure, les spores
subissent un petit nombre de cloisonnements, pas plus de deux ou
trois, puis les cellules nées de ce cloisonnement se fusionnent
aussitdt pour former des asques ;. douze heures aprés l'ensemence:
ment presque toutes les cellules sont en voie de fusion et quelques-
unes d’entre elles ont déja formé des spores ; au bout de vingt-
quatre heures toutes les cellules sont transformées en asques.
Quelquefois méme les spores, aprés s’étre gonflées, se fusionnent,
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sans avoir subi- aucune division, avec des cellules provenant du
cloisonnement d'une spore voisine ou méme avec- d’autres spores
du méme asque ou d’asques différents, pour donner naissance 2
de nouveaux asques. Clest ainsi que ’on rencdntre des spores qui
se fusionnent dans l'intérieur méme de la memhrane de l’asque
qui ne s’est pas encore résorbée (fig. 10), On peut donc rencontrer,
par suite d'un raccourcissement du développement, des fusions de
spores analogues a celles que l'on constate normalement dans le

Fig. 10, — Schzzosacoharomyces octosporus. .-~ Tranche de carolte ; spores se
= transformant dnectement en asques, oL

S. Ludwigéi, mais, tandis que dans ce dernier, elles aboutissent &
la formation de cellules végétatives, dans le Sch. 0ct05pOTUs, elles
produisent de nouveaux asques. Hansen (8) (1902), avait déja
- signalé un falt analogue dans la levure de Johannlsberg il avait
montré récemment que les spores de cette levure,.placées pendant
quelques heures dans un liguide trés nutritif, pms tranqportées sur
bloc de platre, se transforment directement en asque sans “multi-
plication pr ealable A peu prés ala méme époque et indépendam-
‘ment dé lui, nous (2) avions observé le méme phénoméne dans le



366 " REVUE GENERALE DE BOTANIQUE - -

8.  Ludwigii : nous avions montré que les spores germant sur
tranche de carotte peuvent parfois, aprés s’étre fusionnées, produire
‘directement des spores; dans ce cas, I'asque est formé de deux
cellules réunies par un canal de copulation et ressemble 4 un
asque de Schizosaccharomycéte (fig. 41). Par un' raccourcissement
du développement, on obtient donc dans le S. Ludwiyit, ime forma-
tion d’asque précédée d une conjugaison. Nous avons ‘signalé
\ o -précédemment le méme phéno-
- méne, dans la levure de Johan-
nisherg et dans le S. Saturnus.
- Nous avons obtenu de trés
belles colorations nucléaires a
I’aidedefixationsau picroformol.
~ Nous (4) avions figuré autrefois
le nnyau du Sch. octosporus avec
un nucléole entouré d’une zone
o . claire ; dans 'nos nouvelles pré-
Fig.11. — Saccharomyces Ludwigit.— .
Germination des spores sur tranche parations, le noyau montre une
de carotte ; spores se transformant  structure plus difiérenciée : nu-
directement en asques aprés Jeurs  clgghyaloplasme entouré d’une
Iusions. Gtoss, environ 1000.
“membrane, nucléole et quelques
fins granules de chromatine. La division parait s’effectuer dans les
cellules végétatives par amitose (allongement suivi d étranglement).

Les phénoménes de fusions nucléaires sont trés analogues A
ceux que nous avons décrit dansles Tusions de spores du 8. Ludwigii
et de la levure de Johannisberg : le noyau se montre indépendant
du cytoplasme et ne pénétre .ordinairement dans le canal de copus
lation que lorsque la cloison séparatrice des deux cellules est
résorbée. La fusion nucléaire se manifeste par des stades a deux
noyaux trés rapprochés l’un de l'autre dans l¢ canal de’ copulatlon
et par des stades 4 un seul noyau le plus souvent au milieu’ du
canal de’ copulatlon parfols dans Tun des gamates. (Pl 4, fig. 1 a 2’2)
Dans les stades &4 un seul noyau ce dernier présente souvent une
iorme allongée 1nd]quant que la fusmn nest pas achevée (Pl 4
fig 18), ‘ - :

 Les spores nalssent ordlnalrement a un endrmt quelconque de
lmuI dans le cas ou les deux gamétes conservent Jeur mdw1-
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dualité, elles se forment souvent par groupe de quatre dans les
deux renflements. Il nous ést impossible de savoir par quel mode
g’effectuent les divisions nucléaires qui précédent la formation des
spores (Pl. 4, fig. 224 25); cependant elles ne paraissent pas se faire
par amitose ; on rencontre méme certiines figures qui ressemblent
un peu a des karyokinéses (Pl. &, fig. 23).. '
 Onsaitquele Schizosacharomyces Pombe et le Schizosaccharomyces
mellacei sont des espéces trés voisines du Sch. octosporus, dont la
GOD]ugaISOH et la formatlon des asques présentent les mémes carac-
téres,. - ‘ '
_ Dans ces deux espéces, les spores germant sur tranche de
carotte se développent normalement, mais, comme chez le Sch.
octosporus, elles ne fournissent gqu'un trés petit nombre de cellules
_végétatives qui ne tardent pas i se conjuguer::au bout de 24
heures toutes les cellules sporogénes sont transformées en asques:
Jamais, cependant, nous n’avons constaté de fusions s’opérant entre
les spores. Il serait possible, toutefois, qu’il s’en produisit comme
dans le - Sch. octosporus, ce qui- expliquerait les  résultats de
Lepeschkin : cet auteur aurait pu les observer, sans s’apercevoir
qu’elles :aboutissaient directement (7) a la formation d’un nouvel
asque. Cependant parmi les quelques dessins, ‘d’ailleurs assez peu
significatifs, qu’il donne de ces fusions, dans deux ou trois figures; -
il représente un tube de germination au miliea de ce qu’il consi-
dére comme deux spores fusionnées, ce (ui indigque formellement
qu’il ’est trompé dans son 1nterpretat10n, ainsi que nous l'avons
indiqué au début de cet article.- -

Les Sch: Pombe et mellacei renferment aussi in noyau avec une
structure différenciée ou l'on distingue nucléohyaloplasme et
nucléole : la chromatine est trés abondante et se présente sous
forme d’un réseau assez net. La fusion nucléaire s’accomplit de la
méme facon que dans le Sch. octosporus, comme l'indique les
figures 26 3 38 de la Pl. 4 On obhserve un certain nombre de
figures a un seul noyau allongeé dans le canal de copulation ; il est
difficile de savoir si ldllongement de ce noyau est di & la fusmn
nuclealre ou él la premlere d]VlSIOI] du ‘noyau copulé
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IX. — CoNIUGAISON DU ZYGOSAGCHAROMYGES =

Le Zygosaccharomyces ofire une conjugaison absolument iden-

‘tique & celle des Sch. Pombe -et mellacei. Mais, dans le Zygosac-
charomyces, il n’est pas possible de définir la parenté des gamaétes,
la multiplication de cette levure s’effectuant par bourgeonnement.
Les phénoménes cytologiques présentent aussi les mémes carac-
téres, mais les colorations. sont beaucoup plus difficiles que cans
les Schizosaccharomycétes, ce ui explique que Barker ait hésité a
se prononcer définitivement sur la fusion nucléaire. Les deux
gametes montrent chacun un noyau a structure différenciée : les’
deux noyaux:se fusionnent toujours dans l'un des gamates el
jamais dans le canal de copulation, par suite de I'extréme minceur
de ce dernier (Pl 4, fig. 39 A 43). Les figures que nous donnons’
correspondent a celles que représentent Barker dans son. mémoire
(On the spore formation among the chcharomyces (143). Journal
of the Federated Institutes of Brewing, p. 57, Plate IV), ou il
semble bien avoir figuré le noyau. Dans les dessins qu'il a.publié
dans son premier mémoire (A conjugating Yeast. (23) Plnlosophlcal
transaction of the Royal Society of London.(fig. 10, 3 et 22), .
» quil représente comme un noyau parait plutdt correspondre au
cytoplasme, qui, trés dense et trés colorable, s'accuamule dans le
canal de copulation et autour du noyau. Les gamétes renferment,
outre le noyau, un grand nombre de corpuscules métachromati-
ques, qui restent localisés dans les. deux ‘renflements, une fois la
fusion opérée, et qui, plus tard, sont ahsorbés par les spores.

CONSIDERATIONS GENERALES

La fusmn nuclealre, ayant été constatée de la’ mamére la plus
précise, dans la fusion des spores de S. Ludwigii et de la levure
de Johannisberg, ne peut faire aucun doute et lon est forcé de
considérer ces phénoménes de fusion comme des conjugaisons
isogamiques, au méme titre que celles que 1’on observe dans les
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Schizosaccharomycétes et.'dans le Zygosaccharomyces, an moment
de la formation des asques. On doit donc admettre que certaines
levures (les Schlzosaccharomycétes etle Zygosaccharomyces) présen-
tent des conjugaisons.isogamiques “avant la. formation’ des asques,
ce qui concorde avec ce que 'on sait de la reproduction sexuelle
des Ascomycetes auxquels on doit rattacher ies levures; tandis que
dans d’autres espéces, cette conjugaison se-trouve reportée i un
autre stade du développement, au moment de'la germination des
spores - c’est le cas du S. Ludwigii, deé la levure de Johannisberg
et du' S. Saturnus, que nous venons d’étudier. Il y a pour ces deux
groupes de-.levures un développement trés: différent; dans les

Schizosaccharomycetes et le Zygosaccharomyces, le trongon sexué
est prédominant dans le développement, et le troncon asexué trés
réduit, tandis que, dans le S. Ludwigii, la levure de Johanmsberg
etle S. Saturnus on constate le.contrgire,. : : |

La conjugaison s’opére: d’ailleurs dans- 1es deux cas d’une
maniere absolument. identique. Cette variation - dans le .cyele
évolutif d’espéces appartenant d une méme famille et & des genres:
considérés comme trés voisins constitue évidemment un -fait inat_
tendu et anormal au point de vue biologique; les phénoménes de
fécondation s’opérent d’ordinaire pour un groupe & un méme stade:
du développement. Jusqu’ici, on ne connait que deux cas qui fassent
exception & cette régle et qui puissent, dans une certaine mesure,
étre comparés 4 ce: que nous venons d’observer dans les levures.

Dans les végétaux, le cas des Muscinées et des: Cryptogames vascu-
laires et dans-les animaux celui des: Coccidies et des- Grégarines.
Les Muscinées et les Cryptogames vasculaires présentent, en effet,:
une évolution-inverse bien que représentée par des stades homo-
logues, mais ce sont 14 deux groupes de plantes trés dlﬁéI‘BBtS qui
" constituent deux embranchements. .

- Le cas des Coccidies et des Grégarines est beaucoup plus rap-
proché decelui des levures, car ces deux groupes. de Sporozoaires
sont extrémement voisins et ’on éprouve beaucoup de difficultés a
les séparer. Les divers stades de leur cyele évolutif sont facilement
homolognables. Dans les Coccidies, certaines: cellules donnent
naissance & un grand nombre de microgameétes pendant que
d’autres se transforment en un senl macrogamsate. La fécondation
effectuée entre un microgameéte et un macrogamste, l'cuf s’enkyste-

Rev. gén, de Botanigue. — XVIL 2.
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(ookyste) et produit des spores (sporoblates} qui se transforment
en sporocystes par la formation & l'intérieur de chacune d’elles de
nouvellesl spores (sporozoites). Dans les Grégarines; on constate un
enkystément de deux individus adultes ; ceux-ci forment des sporo-
blastes et .ce sont ces derniers qui jouent le réle de gamétes et qui
se fusionnent entre eux pour donner des sporocystes. La conju-
gaison ne se fait donc pas au méme stade dans ces deux groupes;
dans les Goccidies, elle s’opére.avant la formation des sporoblastes,
alors qu’elles s’effectuent dans les Grégarines entre les sporoblastes.
- Une auntre guestion se pose ici: les fusions cellulaires accom-
pagnées de fusions nucleéaires que nous avons constatées dans les
levures peuvent-elles véritablement  étre considérées comme des
conjugaisons ? répondent-elles & la définition de la conjugaison? On
entend généralement par conjugaison la fusion de deux gameétes
cytoplasme & cytoplasme, noyau & noyau: l'on distingue le cas 'de
la conjugaison isogamique du cas des anastomoses fréquentes chez
les Champignons et des unions plasmodiales de  certains Proto-
zoaires uniquement par lefait que, dans la conjugaison, il y a-fusion
nuciéaire, tandis que, dans les autres cas, il n’y a que fusion cellu-
laire. Jusqu’ici on ne connait aucun exemple de fusion cellulaire
'accompagnee de fusion nucléaire qui n’ait pas été considéré comme
une conjugaison. \ - :
Van Tieghem (24) cependant dans son Tralté de Botamque,
donne la définition suivante de la conjugaison : « G’est la combi-
naison de deux gamétes, protoplasme 4 protoplasme, noyau &
noyau. Le produit de cette combinaison est une cellule nouvelle
qu'on appelle un cuf.- Qu’il y ait réellement dans I’ceuf combi-
naison et non simple mélange des gameétes, ¢’est ce que démontre
suifisamment la contraction progressive qui s'opére  toujours
pendant la fusion d’ot résulte que le volume de l'ceuf est toujours.
moindre que ia somme de ses composants ». On admet généralement
aussi, depuis les expériences de Maupas sur les Infusoires, que ce
sont des gamétes provenant de générations trés éloignées qui
s’unissent et qui apportent par conséquent des caracteres heredi-
taires d::ssemb]ables , w : o _
Les conjugaisons- des spores des levures aussi blen que celles_
qui aboutissent 4 la formation de I’asque chez le- Zygosacc_ha?'omyces,
et les Schizosaccharomycétes ne répondent donc pas entidrement a-



GERMINATION DES SPORES DES LEVURES 371

celte définition : en effet, la fusion n’est pas totale et les gameétes
restent individualisés ; Vmuf provenant de ces conjugaisons n’est
donc pas de volume inférieur a celui de la somme des volumes de
ses ¢composants ; de plus, dans la plupart des cas, les deux'gamétes
qui s’'unissent proviennent d'une méme génération ou de généra-
tions tres rapprochées. Mais en réalité un grand nombre de
recherches récentes sur la conjugaison des Protistes nous ont
montré que le seul caractére essentiel de la conjugaison. est la
fusion nucléaire et il semble que tous les autres n’aient qu'une
importance trés relative. | :

La conjugaison. du Zygosaccharomyces el; des Schlzosaccharo—
myceétes peut, en efiet, étre comparée aux échanges karyogamiques
des lnfusoires. Dans ces organismes, la conjugaison consiste en
Vaccolement de deux cellules épuisées qui se fusionnent par un
petit canal : leurs noyaux échangent une partie de leur substance,
aprés quoi les deux cellules se séparent et se multiplient chacune
isolément. Dans le Zygosaccharomyces et les Schizosaccharomycétes,
on constate 'accolement de deux cellules par un canal de copulation
el une fusion nucléaire au milien de ce canal ; puis le noyau résul-
tant de cette fusion se divise immédiatement en deux noyaux fils
qui émigrent chacun dans l'une des deux cellules, lesquelles ont
conservé leur individualité, et qui y subissent ordinairement une
deuxit¢me division pour former quatre spores, deux dans chaque
cellule. Les gamétes paraissent conserver leur indépendance et la
seule différence essentielle, qui existe entre cette conjugaison et les
échanges karyogainiques des Infusoires, consiste en ce que les
deux gamétes restent réunis aprés la fusion nucléaire par le canal
de copulation. Dans le Sch. octosporus, les choses se passent autre-
ment : il existe une tendance manifeste a la production d’un véri-
table ceuf, puisque souvent les deux gameétes présentent une
fusion totale et que la formation des spores s’effectue générale-
ment & un endroit quelconque de I'ceuf, mais dans ce cas 'ceuf a
toujours un volume égal & celuide ses composants. | -

- Quant aux fusions des spores des S. Ludwigii et Saturnus et de
la levure de Johannisberg, élles se produisent de la.méme fagon
que les conjugaisons du Zygosaccharomyces, mais ici on peut consi-
dérer comme un véritable euf la masse protoplasmique uninucléée’
qui est rassemblée dans le canal de copulation : elie contient le
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cytoplasme et 1e noyau de la cellule nouvelle et elle est le sidge de la
multliplication, les deux spores restant ordinairement inactives.
Pour ce qui concerne la parenté des gamétes, on a vu que, dans
les Schizosaccharomycétes, les gamétes sont trés souvent issus
d’une méme géndération ou de générations trés rapprochées, sauf
quand les cellules manifestent une tendance a devenir asporogeénes ;
entremélées de cellules asporogénes, elles. sont alors obligées de
chercher p'lus ou moins loin un autre gaméte pour se fusionner
avec lui. Il en est de méme pour le S. Ludwigii : ce sont les spores
contigués et sceurs qui se copulent, sauf dans les germinations de
spores dgées ou, un certain nombre d'entre elles étant mortes, la
fusion ne peut se produire souvent qu’entre des gamétes de parenté
éloignée. Enfin, dans la levure de Johannisherg et dans le S. Satur-
nus, la,'conj ugaison s’effectue trés fréiquemment entre des gametes
de parenté éloignée, probablement par suite du nombre variable
des spores contenues dans un asque, lequél n’étant pas toujours
un nombre pair, rend souvent cette conjugaison impossible entre
les spores d’'un méme asque. En - : o A
On voit donc, qu’en définitive, un gaméte s’unit toujours au
gamete le plus voisin et que la conjugaison parait suivre la loi du
moindre effort. Au moment ot nous avons publié nos premiers
~ résultats sur cette question, la conjugaison de ' A ctinosphoerium,
étudiée par R. Hertwig (28) était un des seuls exemples de conju-
gaison s’effectuant régulidrement entre éléments d'une méme géné-
ration. Depuis, de nombreuses recherches; faites dans cet ordre
d’idées, en ont multiplié les exemples. Schaudinn (26) a observé
des phénoménes analogues dans. certaines Bactéries (Bacillus Biits-
chlii et Bacillus Sporonema) et Lowenthal (7). dans le Basidiobolus
lacerts. Les. (88) travaux relatifs aux cycles. évolutifs. des Proto-
zoaires ont mis en évidence également des phénomeénes de cet ordre
que les auteurs allemands ont désigné sous. le nom d'autogamie, et
entre autres Schaudinn dans I'Entamoeba coli, le Bodo. lacerts et le
Trichomastiz laceriz. Certains ookinétes i caractére femelle des
Hématozoaires étudiés par Schaudinu peuvent aprés leur transfor-
mation en Trypanosomes présenter des phénoménes analogues..
Peut étre méme ces conjugaisons entre éléments fréres ou trés
proches parents sont-elles beaucoup plusrépandues qu’on ne le croit
chez les micro_urgaqismes: Dans beaucoup ‘d’'Algues, les cufs peu-
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vent provenir de la fusion de gamétes contigus (Spirogyra, ete.) :
il est difficile de savoir quelle parenté les relie, mais il ne serait
pas impossible qu’ils provinssent d’une méme génération.

Quelques auteurs (28) ont rapproché ces phénoménes d’autoga-
mie decertains cas bien connus de parthénogénése chez les méta-
zoaires, par exemple, celni de 1'Artemia salina (23), éiudié par
Brauer, ou le second‘globulé ‘polaire se fusionne, peu de temps
aprés sa formation, avec I'ceuf et joue le rdle de pronucleus mdle.
Remarquons que dans les levares, les gamétes ne sont pas néces-
sairement fréres, ni proches parents; ils proviennent dans beau-
coup de cas de générations tréds éloignées, ce qui ne semble pas
permetire de rapprocher leur conjugaison de ces cas de parthéno-
génséses et qui leur donne bien le caractére d’'une fécondation. Il
est possible néanmoins que ces cas de sexualité rudimentaire
soient des phénomenes dégénératifs et non des phénoménes primi-
tifs. comme on aurait pu le croire au premier abord. Quoiqu’il en
soit, on doit admettre que les phénomenes dont nous venons de
parler chez les levures sont bien homologues des conjugaisons
isogamicques, puisqu'’ils présentent le seul caractére essentiel de
la conjugaison, c¢'est-a-dire la fusion. nucléaire : il est impos—
sible d’aprés les idées actuellement admises, de ne pas les con31-
dérer. comme des con]ugalsons verltables

Il faut admettre que la conjugaison, qui a heu chez les Schizo-
saccharomycétes ot les Zygosaccharomyces, au moment de la forma-
tion des asques, se trouve reportée, chez un certain nombre de
Ievures, au moment de la germination des spares.. Dans les deux
cas, d’ailleurs, la conjugaison s'effectue de la -méme maniére. Les
cas de fusion sont moins nombreux dans la levure de Johannisbherg
et dans le S. Saturhus; ces deux Ievures”montrent donc une
tendance manifeste & 1’apogamie. En outre, dans la levure de
Johanmsberg, on constate des anomalies trés lnteressantes un
certain nombre de cellules fusionnées paraissent ne pas subir la
fusion nucléaire et cette fusion, lorsqu’elle a-lieu, s’effectue parfois
seulement aprés l'apparition du.premier bourgeon; ce sont des
particularités trés curiguses qu’il est difficile d’interpréter d'une
mamére précise pour le moment.

Ce travail a été termind au laboratoire de Botamque de l’Ecole‘
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normale supérieure et nous tenons & exprimer fous nos remercie-
ments & M. le professeur Matruchot qui a hien voulu examiner nos
" préparations et nous aider de ses conseils (1).

INDEX BIBLIOGRAPHIQUE

1. Hansen. - Sur la germination des Saccharomyces (Comptes-
rendus des travaux du laboratoire de Carlsberg. 30 vol., 1% livr, 1891).

2. GuiLLIERMOND. — Rech. sur la germination des spores du S. Lud-
wigii (Bull. de la Soc, Mycol. de France, t. XIX, 1° fasc., 1903).

3. BArkrR. — 4 conjugating Yeast (Proceding of the Royal Saciety).
-4 GuILLIERMOND. — Rech. sur la sporulation des Schizosaccharomyces
(C: R, de I'Ac. des Sciences, 22 juillet 1901). ~ Rech. eytologiques sur les
levures. Storek, éditeur, Lyon, 1902. Résumé dans la Revue génér. de Bola- -
nique, 1903). o B . 4
8. Hansen. — La spore devenue sporange (C. R, du Lab. de Carisherg
1902), ' - ‘ ' .
- 6. KL6CEER. — Une espéce nouvelle de Saccharomyces ; S. Saturnus
(G. R. du Lab. de Carlsberg, 6° vol., 2¢ livr., 1903). o -

7. LEPESCHKIN. — La connaissance de Uhérédité chez les organismes
unicellulaires (Centr. fiir Bactériologie, 1903). _ -
8. FEpERLEY. — Die copulation der Conidien bei Ustilago Tragopogi

pratensis (Opversigt of Finska Kteuskap Socédentens Forhaudlingar. XI,
VI, 1903-1904. Résumé dans le Bot. Zeitung, 1904}, . :

9. J. MassART. — dAlimentation, sexualité et mort chez les organismes
inférieurs (Annales de la Société des Sciences médicales et naturelles de
Bruxelles, 1904). | 7 o '
- 10, M"e PopTA. — Beit. zur Kenninis der Hemiasci {(Flora, 1899).

11. GuiLriermMOND. — Rech. sur Pépiplasme des Ascomycétes (Revue géné-

rale de botanique, 1904). T
12. GunLIERMOND. — Considérations sur la sexwalité des levures (G, R,
de I'Ac. des Sciences, 23 déc. 1901). _ |
- 13, BarkER. — On the formation among the Saccharomyces (Journal
of the Feder. Inst. of Brewing, vol. VI, 11, 1902). : SR
14, WonrmanN. — Landiv. Jalvib., 1892. - ‘ .

16. GuiLLIERMOND. — Recherches sur la germination des spores chesz les

levures, (C. R. Ac. des Sciences, décembre 1904). \

(1} Nous remercions aussi- M. Megnil, de. l'Isstitut Pasteur, ainsi que MM.
Varney et Conte (du Laboratoice de Zoologie de la Faculté des Sciences de Lyon},
qui nous ont fourni les éléments nécessaires pour nos comparaisons avec les
Protozoaires. ' : : : ' ' ' '



GERMINATION DES SPORES DES LEVURES 375

- 17, MaIRE. ~ Rech. cyt. sur les Baszdwmajcétes (Bull de la Soc. mycol
de France, 1902).

18. Czopar et CRETIER, — Inﬂuem‘e du noyaw pow la productwn de.s
mmzﬁcamons chez les Algues (Archiv. des Scienges physiques et naturelles,
X111, Geneéve).

19. KLEBHAN. — Archiv. far Prot1stenkunde, 1902.

20, SAUVAGEAU. — Les Cutleriacées et lewr a,ltemance de qénéw atzon
(Ann. des Sciences nat. Bot., 1899).

21. GUILLIERMOND. — Remm ques sur la copulamon du, Sch. mellace1
(Bull. de la Société botanique de Lyon, 1903). —

92. PrENANT, Bouin et MAILRARD. - Traité d’Hwtologw t. I Cyﬁon
logie générale, t. I, Schleicher et Cie, éditeurs (pages 893, 914, 915).

23. -BARKER. — A. Fragrant M’t]codm ma Yeast S. ariomalus (Ann. of
Botany, vol. X1V, n¢ LIV, 1900). 4. conj. Yeast (Phllosophlcal Tlansactlon-
of ihe Royal Society of London, vol. 194, 1901). ——

24, VAN Tigcuem. — Traité de Botanique, p. 26, . -

95, R. HErrwic. — Kernth Richtung und Befruch von- Actmosphae'a 'mm
(Abh. XK. Bayer Akad. wiss., XIX, 2).

26. ScHAUDINN. — DBeil. zur Itenntms der Balterien und verwandter

Organismen (Archives lir P. Protistenkunde, Bd. II, 1903) Beit. zur Kennt,
der Bakterien (Archivesi. Protistenkunde, Bd I, 1902, p. 306).

97. LéweNtHAL, — DBeit. zur Kennt. des Baszdwboms lacerme (Aroh .
Protistenkunde, Bd. II, 1903) - LT -
98, CAULLERY et MEsNiL. = Revue annuelle de ZooIogle (Revue gene—

rale des Sciences, 30 juin 1904).

EXPLICATION DES PLANCHES

PLANGHE‘ 6.

.Sacchm ~omyces Ludwigii. — Fixation au liquide de Péreniy,. saut ld ﬁg 39
fixée au Flemming, coloration & ’hématoxyline ferrique.

Fig. 1. — Cellules végétatives. -
Fig. 2 a4 41. — Fusions des spores et formation du ﬁromycehum — 11,

1% et 15, stades de fusion nucléaire™ 27, fusion entre deux spores apparte—r
nant chacune a un asque différent. -

PLANCHE 7.

Levure de Johannisber g I1. — Fixation au Pé'reniy,
coloration a lhématoxylme feulque '

Fig. 1 2 3. — Cellules végétatives ; 3, division du noyau —
Fig. & 4 6. — Spores isolées formant chacune un bec destiné a la

copulation.
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' Fig. 74 87. — Fusions des spores; 48 4 79, stades de fusion nucléaire,
56, 61, 74, 81, 82, stades de conjugaison effectude a l'intérieur de I'asque
a un seul noyau, 33, 34 a 38, 40, 41, bourgeonnemsnt de la 7ygospoxe plé-

cédant la fusion nucléaire..
PLANGHE 3.

Levure de Johanmsberq (de 1 a 60)

leatmn au Péreniy, colmatlon 4 I'hématoxyline feruque, saut la [1g 38
Fig. 1 4 29. — Fusion des spores, les noyaux sont Iusmnnés
Fig. 34 4 36. — Divisions nucléaires. .
Fig. 37. — Fusmns de deux spores dont lune a commenoé a germel

‘isolément.
- Fig. 38. — leatlon au ]'JlGl oformol et colordtlon a I'hémalun, — Noyau

et corpuscules métachromatiques dans les vacuoles.
Fig. 39 a 50. — Fusions de spores. n’étant pas accompagnées de fusions

nucléaires (?). .
-Fig. .54 a 60. - Spores germant 1solément

Saccharomajces Saturnus (61 a T4) — Pixation au plclofmmol,
~ coloration al hématoxyline ferrique..

Flg 61 a 64 — Gellules végetatlves C— 63, anaphase de mitose. —
64 bis, amitose. o o
Fig. 64. — Spore germant lsolément le noyau se divise par mitose.
- Fig. 65 & 74. — Fusions: des spores. —. 74 Division du noyau par
mitose. ‘ L
PLANGHE 9.

Scmzosaacharomyces octosporus (1 a 25). - Fixation au picroformol,
coloration a lhématoxyhne ferr:que

I‘lg 1 4 23. — Stades de la conjugaison. — 15 stade de fusion nucléaire.

Fig. 23 4 25. — Divigions nuclealres préoédant la formation des spores.
23. — Karyokinése ?
'Sch@zosacchammyces mellacei (26 a 38). — " Fixation au Peremy,

coloration & lhematoxylme ferrique.
Fig. 26 et 27. — Cellules végétatives. .
Fig. 28 a 38. — Conjugaisons. — 32. 35 et 36 stades de fusxons
nucléaires 9 S

Zygosaccharomyces (39 a 43). — I‘lxatlon au Peren:y,
coloratlon a 'hématoxyline ferrlque

Fig. 39 a M — Gomugalsons
Fig. 42, — Formatlon des spores
- Fig. 43 — Asque.
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