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Morphologie, endosymbiontes et histoire
de I’algue verte unicellulaire
Desmatractum bipyramidatum
(Chlorococcales, Chlorophyceae)
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Summary.- REYMOND O.L., BIRCHEM R. and KOUWETS FA.C., 1991.
Morphology, endosymbionts and history of the green alga Desmatractum bipyrami-
datum (Chlorococcales, Chlorophyceae). Bull. Soc. vaud. Sc. nat. 80.3: 237-253.
Electron micrographs document the main morphological features (i.e. conical
ornamentations) and form a worthy complement to the previous paper of REYMOND and
Kouwers (1981). Two types of bacteria-like endosymbionts have been found in the
cytoplasm of three cells. Some have a rod-shape morphology and the others form long
loops situated between the cell membrane and the chloroplast. The relation between the
endosymbiont and the alga is not yet known. A brief history summarizes the different
stages of the research on D. bipyramidaytum from its discovery in Italy by CHODAT
(1921), to the first electron micrographs.
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Résumé -REYMOND O.L., BIRCHEM R. et KOUWETS EA.C., 1991. Morphologie,
endosymbiontes et histoire de 1’algue verte unicellulaire Desmatractum bipyramidatum
(Chlorococcales, Chlorophyceae). Bull. Soc. vaud. Sc. nat. 80.3: 237-253.

Des micrographies €lectroniques illustrent les caractéres morphologiques principaux
(cones entourant la paroi cellulaire, par exemple) et complétent ainsi les résultats
antérieurs de REyMONDet KOUWETS (1981).

Des endosymbiontes d'aspect bactérien sont observés dans le cytoplasme de trois
cellules. Quelques-uns ont une morphologie classique en bétonnets, alors que d’autres
forment de trés longues boucles passant entre le chloroplaste et la membrane
plasmique. La relation qui unit les endosymbiontes et I’algue n’est pas connue. Un bref
historique rappelle les différentes étapes de D. bipyramidatum depuis sa découverte en
territoire italien, par CHODAT (1921), jusqu’aux premigres observations au microscope
électronique.

1. INTRODUCTION

Le genre Desmatractum WEST et WEST (1902) emend. PASCHER (1930)
comprend moins de dix especes, dont les plus connues sont D. plicatum
WEST et WEST (1902) (espece type), D. indutum (GEITLER) PASCHER
(1930), D. delicatissimum KORSHIKOV (1953), D. spryii NICHOLLS (in
NICHOLS et al. 1981) et D. bipyramidatum (CHODAT) PASCHER (1930).

Ce genre a fait 1’objet de deux €tudes systématiques récentes. Celle de
KoMAREK et FoTT (1983), s’inscrit dans une étude globale des
Chlorococcales. Celle de REYMOND et KOUWETS (1984) est axée uniquement
sur ce genre, et plus particuliecrement sur les résultats de microscopie
électronique obtenus chez quatre especes.

Desmatractum bipyramidatum (CHODAT) PASCHER (1930)
(=Bernardinella bipyramidata CHODAT, 1921) est une algue verte
unicellulaire caractérisée par une enveloppe formée de deux cOnes
translucides et irréguliers, opposés par leurs bases. Un premier objectif est de
compléter et d’illustrer les rapports de REYMOND et KOUWETS (1981, 1984) et
REYMOND et BIRCHEM (1991) au moyen de micrographie électroniques et
montrer la présence chez cette algue de deux types morphologiques distincts
d’endosymbiontes intracytoplasmiques.

Un second but de cette étude est de faire 1'historique de Desmatractum
bipyramidatum, depuis sa découverte par CHODAT (1921)(fig. 1, p. 247),
jusqu’a nos jours, de situer cet organisme par rapport aux autres taxa
considérés comme proches, et de fournir une bibliographie étendue
concernant cette algue.

2. MATERIEL ET METHODES

Les cellules de D. bipyramidatum utilisées pour la microscopie €lectronique
n’ont pas été cultivées. Elles ont été fournies par F. KOUWETS et proviennent
d’un marais acide oligotrophe a proximité de Saasveld en Hollande (KOUWETS
1980, REYMOND et KOUWETS 1981).

La préparation des cellules pour la microscopie électronique est identique a
celle mentionnée par REYMOND (1981). Treize cellules ont pu étre
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sélectionnées au microscope a contraste de phase, grace a des enrobages a plat
(préparés selon REYMOND et PICKETT-HEAPS 1983). La position spatiale des
endosymbiontes observés chez quelques cellules, a été obtenue a partir des
micrographies de coupes sériées des cellules.

La détection spécifique des polysaccharides de la paroi cellulaire a été
obtenue en déposant les coupes sur des grilles en or, puis en les traitant par la
méthode du «protéinate d’argent-thiocarbohydrazide-acide periodique»
décrite par THIERY (1967) et THIERY et RAMBOURG (1974) (fig. 3, p. 248). Le
controle de la réaction a été obtenu en utilisant H,O, a la place de I’acide
periodique (fig. 4, p. 248), comme le suggerent THIERY et RAMBOURG (1974).

3. RESULTATS
3.1. L’ ornementation cellulaire.

Une paroi cellulaire dense aux €lectrons entoure le protoplaste. Cette paroi est
elle-méme ornée de deux cones creux peu denses aux électrons (fig. 2, p.
248). Chacun des cones est relié a la paroi cellulaire par une base. Il existe
ainsi deux bases consistuant deux anneaux presque paralleles, trés légerement
séparés 1’un de I’autre au niveau de leur attachement a la paroi cellulaire (fig.
3). Au niveau de leur plus grand diametre, ces deux anneaux sont en contact
I’'un avec 1’autre et forment alors un équateur saillant autour de la cellule. Les
deux cdnes sont parcourus d’une extrémité a 1’autre par des sillons plus ou
moins marqués donnant aux sections transversales 1’aspect d’une €étoile aux
branches de longueurs et de forme irrégulicre (figs. 5, p. 248, 6, p. 249). Les
cdnes coupés tangentiellement montre un réseau de fibres se croisant selon
deux directions principales (fig. 7, p. 249). L’examen cytochimique (selon
THIERY et RAMBOURG 1974) de la paroi cellulaire révele sa structure stratifiée
et sa nature polysaccharidique. On ne peut se prononcer sur la nature des
cOnes ainsi que leurs base, leurs réaction n’étant pas assez marquée (matériel
traité: fig. 3 matériel de contrdle pour comparaison: fig. 4).

3.2. Cytologie interne

La reproduction se fait au moyen de zoospores ou d’autospores (KORSHIKOV
1928, PASCHER 1930, LuND 1942 a). Malheureusement sans cultures nous
n’avons pas pu observer et vérifier nous-méme le cycle. Nous constatons que
les plus jeunes cellules sont sphériques, ne posseédent qu’un seul chloroplaste
pariétal, qu’un seul noyau en position latérale, et un vacuome important (fig.
2). Par la suite, ces éléments se multiplient sans qu’intervienne une
cytodi€rese. Les cellules possedent alors plusieurs noyaux situés centralement
ainsi que plusieurs chloroplastes comportant chacun des granules d’amidon et
un pyrénoide traversé par des thylacoides (fig. 8, p. 250). Entre les noyaux se
situent des centrioles ainsi qu’un réseau de microtubules formant le
phycoplaste (structure équivalente au phragmoplaste des plantes supérieures,
mais de morphologie et d’ontogénie tres différentes). Un appareil de Golgi est
associé a chacun des noyaux (fig. 9, p. 250).
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3.3. Organismes intracytoplasmiques

Sur les treize cellules observées au microscope électronique, trois ont révélé
la présence d’organismes intracytoplasmiques limités par une membrane, et
dont l'aspect général rappelle celui des bactéries. Ces organismes ne semblent
pas affecter leur hote, et nous pouvons les qualifier d’endosymbiontes. Dans
les trois cas, ces organismes semblent libres au sein du cytoplasme, c’est a
dire non attachés spécifiquement a un quelconque organelle.

La premiére cellule (fig. 10-13, p. 251-252) comporte trois organismes
intracytoplasmiques. Chacun est entouré d’une aire peu dense aux électrons.
Le premier (fig. 13 A-A’) mesure 1,8 um de long, le second (fig. 13 B-B’) 26
um et le troisieme (fig. 13 C-C’) 40 um environ. Le diametre est de 0,33 um
environ. Ces deux derniers organismes se caractérisent ainsi par leur grande
longueur, leurs formes en anneaux, et leurs places entre la membrane
plasmique et le chloroplaste. Les trois organismes représentent a eux seuls
approximativement 6% du volume cellulaire (sans les ornementations
coniques).

La deuxieme cellule comporte 17 organismes intracytoplasmiques ayant au
maximum 1,3 um de long et 0,63 um de diametre (fig. 14, p. 253). Ils sont
disséminés dans la partie centrale du cytoplasme. Contrairement a ceux de la
premiere cellule ils ne sont pas entourés d’une aire peu dense aux électrons.
Ces organismes représentent a eux seuls approximativement 2% du volume
cellulaire.

La troisiéme cellule n’a pas été observée en coupes sériées. On note
cependant la présence d’environ trois organismes d’un diametre de 0,55 pum,
situés centralement dans le cytoplasme (fig. 15, p. 253).

4, HISTORIQUE

L’algue D. bipyramidatum (fig. 1) fut découverte en 1918 par R. CHODAT
(1921, 1922) dans la tourbiere haute alpine du Plan de Jupiter située a plus de
2400 m d’altitude pres du col du Grand Saint Bernard (Atlas du bureau
topographique fédéral suisse, Feuille 532, «Grand St Bernard» révision de
1892) a la frontiere Suisse—Italie, trés probablement en territoire italien.
Malgré plusieurs prélevement réalisés par lui-méme et ultérieurement par
MM. les chanoines Loys et Binder, il ne I’observe que deux fois. En
conséquence CHODAT décrit avec regrets le nouveau genre Bernardinella sans
pouvoir en donner le cycle de développement. Il ne peut non plus donner une
place taxonomique précise a ce nouveau genre qu’il place cependant dans les
flagellés du groupe des Lepochromonadinées (Chrysophyceae,
Dinobryaceae). Il retrouve cette algue quelques années plus tard (CHODAT,
1926) dans une tourbiere dense de Sphagnum de la région de Champex d’En-
Bas (Suisse). Suite a une observation trés minutieuse, il en tire la conclusion
suivante: «Le genre Bernardinella, comme Aurantiella et les
Chrysostomatacées, représentent sans doute des états quiescents de
Flagellées colorées».
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Nous avons tenté en aotit 1988 de retrouver cette algue a 1’endroit décrit
par CHODAT (1921): en vain, ce lieu ayant été dégradé par une forte activité
touristique.

PASCHER (1925) confirme que la position de cet organisme est incertaine,
mais pense tout de méme qu’il pourrait s’agir d’une forme végétative ou
d’une forme de durée d’un Hétéroconte, plus particuliecrement d’un
Heterococcale de la famille des Chlorobotrydaceae. Il note la ressemblance
entre cet organisme et Desmatractum plicatum WEST et WEST (1902) trouvé
a Ceylan. I1 suppose qu’il pourrait s’agir du méme organisme. Signalons qu’a
la méme époque, GEITLER (1924), ainsi que PRINTZ (1927) voient une tres
nette ressemblance de Desmatractum plicatum WEST et WEST (1902) et
Calyptobactron indutum GEITLER (1924).

DEFLANDRE (1927) trouve B. bipyramidata en abondance parmi Equisetum
palustre et Carex goodenoughii (= C. nigra) dans une ancienne exploitation
de tourbe de Haute-Savoie (France). Il maintient quelques temps sa récolte en
culture mais ne peut pour autant décrire le cycle vital, ni apporter des
éclaircissement sur la position systématique de cet organisme. Il cite
cependant les hypotheéses de CHODAT (1921) et PASCHER (1925).

KorsHIKOV (1928), au courant des travaux de ses prédécesseurs, observe
personnellement B. bipyramidata, et en donne une analyse morphologique
remarquable, comprenant notamment une partie du cycle de reproduction.
Pour lui, cet organisme n’est pas un Hétéroconte, mais doit étre placé chez les
algues vertes, parmi les Protococcales (Chlorococcales). I1 note que par son
enveloppe pyramidale avec arétes, B. bipyramidata ressemble beaucoup a
Calyptobactron indutum GEITLER (1924). 1l pourrait s’agir du méme genre,
et dans ce cas, le nom devrait étre changé en Bernardinella induta. Cependant
pour des raisons liées au mode de reproduction qui différent passablement
entre ces deux especes (autospores chez B. bipyramidata et zoospores chez C.
indutum) il ne franchit pas ce cap.

PouLToN (1930) trouve cet organisme sur 1’ile de Cuttyhunk, Cap Cod,
Massachusetts. Se raliant a 1’avis de KorSHIKOV (1928), il propose également
de placer cette algue parmi les Protococcales.

PASCHER (1930) observe la présence de véritable zoospores et réunit dans
le seul genre Desmatractum WEST et WEST emend. PASCHER, les
organismes appartenant a Desmatractum, Calyptobactron ainsi que
Bernardinella.

TAFT (1939) signale Desmatractum bipyramidatum dans une tourbiere a
Sphagnum a Macomb County, Michigan. Cette algue y est cependant rare.
Elle est signalée quelques temps plus tard dans le Tennessee par LACKEY
(1942 et 1958) et FOREST (1954).

LUND (1942a) présente 1’écologie de certains biotopes ol se rencontrent D.
bipyramidata. LUND (1942b) cultive cette algue en laboratoire et en décrit le
cycle ainsi que les différents aspects que peut prendre la cellule végétative en
conditions artificielles: il constate que la cellule peut croitre jusqu’a envahir
presque tout I’espace formé par la membrane en forme de double pyramide; la
reproduction se fait au moyen de 8 autospores ou méme plus; en milieu
naturel, le développement n’est pas identique, et I’autosporulation n’a pas pu
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étre observée. L’acidité du milieu comme facteur limitant (pH généralement
entre 4 et 5) est remise en question par une culture de pH 7.0 a 8.5

THUNMARK (1943) signale Bernardinella bipyramidata en Suede, et
contrairement a PASCHER (1930) pense que ce genre est séparé de
Desmatractum, mais appartient bien aux Protococcales comme 1’exprimait
déja KorSHIKOV (1928).

WILLEN (1961, 1963) signale a nouveau D. bipyramidatum pour la Suéde,
tandis que BOURRELLY (1961) en fait mention pour la Cote d’Ivoire (région
tropicale) et SKUJA (1964) pour la Laponie. LACKEY et LACKEY (1968)
signalent cette algue en Floride et la classent de facon incompréhensible
parmi les Xantophyceae. ETTL (1968) l'observe dans le Tyrol, YAMAGISHI
(1969) dans les régions arctiques, et NICHOLLS et al. (1981) dans 1’Ontario.

Signalée en Hollande par SCHREUER (1979), cet organisme est a nouveau
apercu dans des marais acides de ce pays par KOUWETS (1980). Ce méme
auteur (communication personnelle) réussit a maintenir ce matériel quelques
temps en culture.

REYMOND et KOUWETS (1981), suite a une étude ultrastructurale réalisée sur
le matériel provenant directement des biotopes hollandais, signalent le peu de
liens qui unissent cet organismes avec D. indutum.

KoMAREK et FOTT (1983) procedent a une breve synthese des informations
précédentes.

REYMOND et KOUWETS (1984) publient une bréve étude concernant
I’écologie, la taxonomie et 1’ultrastructure de quatre especes de
Desmatractum et soulignent les caractéristiques morphologiques unissant ou
séparant D. bipyramidatum des autres especes de ce genre.

YAMAGISHI (1985) présente d’excellentes micrographies optiques de
matériel japonais de Naeba, Niigata.

REYMOND et BIRCHEM (1991) publient une note concernant des
endosymbiontes cytoplasmiques observés au microscope €lectronique.

5. DISCUSSION
5.1. Cytologie

Le but de cette étude est de confirmer, mais surtout d’illustrer ce qui n’était
auparavant qu’une description faite de quelques dessins aux traits (REYMOND
et KouweTts 1981, 1984). Ce travail ne bouleverse pas les acquis, mais
apporte une vision plus fine d’'un méme organisme.

5.2. Les endosymbiontes

Des organismes intracytoplasmiques de morphologie bactérienne sont
régulierement décrits dans différents groupes d’algues. Chez les
Chlorophyceae, pour ne prendre que ce groupe, citons les travaux de
KOCHERT et OLSON (1970), LEE et KOCHERT (1976), TURNER et FRIEDMANN
(1974), MARGULIS et al. (1978), WUIEK et al. (1982), NOzZAKI et al. (1989).
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WUIEK et al. (1982) ainsi que SCHNEPF et MELKONIAN (1990) reconnaissent
trois types morphologiques principaux de relations entre les bactéries
intracellulaires et 1’algue hote. Dans un premier cas, la bactérie est présente
dans le cytoplasme, mais elle est entourée d’une membrane distincte issue de
I’héte. Dans un deuxieéme cas, la bactérie est libre dans le cytoplasme et n’est
pas entourée par une membrane venant de 1’h6te. Dans le troisieme cas, la
bactérie est contenue dans une vacuole limitée par le tonoplaste. Si nous
suivons cette classification, les endosymbiontes observés chez D.
bipyramidatum appartiennent au deuxieme cas. Les endosymbiontes peuvent
provoquer la dégénérescence de 1’algue (WUIJEK et al. 1982: Tetraselmis),
mais dans le cas qui nous concerne, nous n’avons pas fait de telles
observations: les cellules de D. bipyramidatum ne semblent, a priori, pas
affectées. Les endosymbiontes de la premiere cellule (fig.10) présentent une
similitudes avec ceux décrits par LEE et KOCHERT (1976) chez Volvox. En
effet, dans ces deux cas, ils se situent souvent a la périphérie du cytoplasme,
et sont entourés d’une aire peu dense aux électrons.

La présence d’endosymbiontes dans une population de D. bipyramidatum
souléve plusieurs questions: quel est le véritable pourcentage des algues
infectées (3/13, dans la présente étude)? Quel est le mode d’infection des
algues? Cette association est-elle persistante ou saisonniere? Quels sont les
échanges entre 1’algue et ses endosymbiontes? Ces échanges sont-ils
identiques pour les deux types d’endosymbiontes? Pour des raisons qui nous
échappent, il n’a pas été possible de cultiver durablement D. bipyramidatum
pour continuer les observations et procéder a d’autres investigations.

5.3. Systématique

Contrairement a Pascher qui voyait entre D. bipyramidatum et D. plicatum
(WEST et WEST, 1902) un lien trés étroit, nous pensons que ces deux
espéces n’ont que trés peu en commun. D. plicatum pourrait certainement
étre assimilé & D. indutum, avis partagé par NICHOLLS et al. (1981) et RINO
(communication personnelle au sujet de D. plicatum dans sa publication de
1972).

D. bipyramidatum est morphologiquement trés proche de D. obtusum et D.
elongatum (PASCHER, 1930), et vit dans le méme milieu. Nous pensons
qu’il pourrait s’agir de taxa identiques au niveau de 1’espéce. Nous n’avons
cependant pas encore assez de recul pour répondre a cette question, ces deux
derniéres especes n’étant que trés rarement signalées.

5.4. Historique

Quelques points clés peuvent étre relevés:

—CHODAT (1921) a vraisemblablement récolté D. bipyramidatum en territoire
italien, mais a notre connaissance ne le mentionne spécifiquement a aucun
moment.

—I1 faut attendre dix années pour que KORSHIKOV (1928), en Ukraine, établisse
clairement la position systématique (Chlorococcales) de cet organisme.
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~GEITLER (1924), PASCHER (1925) et PRINTZ (1927) sont les premiers
algologues a poser les bases du genre Desmatractum tel qu’il existe
actuellement.

—THUNMARK (1943) ainsi que REYMOND et KOUWETS (1981) doutent de
I’appartenance de cette algue au genre Desmatractum mais REYMOND et
KOUWETS (1984) maintiennent D. bipyramidatum dans le genre
Desmatractum.
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Figure 1.-Desmatractum bipyramidatum. Différentes positions et différents
grossissements (selon CHODAT 1921).



Figure 2.—Coupe longitudinale d’une jeune cellule de D. bipyramidatum. Les bases des
cOnes presque invisibles sont indiquées par des fléches (voir aussi fig. 3). Barre: 2 um.
Figure 3.—Paroi cellulaire et base des cones (fleches). La nature polysaccharidique de la
paroi est mise en évidence par la méthode de THIERY et RAMBOURG (1974) (voir aussi
fig. 4). Barre: 0,5 um.

Figure 4.—Section proche de celle de la fig. 3 et servant au contrdle de la réaction
montrée en fig. 3 (voir matériel et méthode). Barre: 0,5 pum.

Figure 5.-Section transversale située prés de 1’extrémité d’un cone. Barre: 1 um.
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Figure 6.—Section transversale située tangentiellement  la paroi cellulaire. Barre: 2 pm.
Figure 7.—Section tangente 2 un cdne et montrant ’entrelacement des fibrilles qui le

composent. Barre: 0,2 um.



Figure 8.—Section longitudinale d’une cellule 4gée. On distingue des pyrénoides (P),
plusieurs noyaux (N) ainsi que des appareils de Golgi (G). Entre les noyaux en
anaphase on apercoit des centrioles (fleches). Barre: 1 um.

Figure 9.—Détail d’une anaphase. Entre les noyaux (N) se regroupent les centrioles
(fleches épaisses). On remarque également la présence de microtubules (fleches
minces). L’appareil de Golgi (G) est toujours en relation étroite avec le noyau. Barre:
0,2 um.



Figure 10 - 13.—Ces quatres figures représentent différents aspects de la méme cellule.
Figure 10.—Section médiane montrant la présence d’endosymbiontes périphériques dans
le cytoplasme (un de ceux-ci est indiqué par une longue fleche). Dans une invagination
du noyau (N) on peut noter deux centrioles (petites fleches). Barre: 1 um.

Figure 11.—Section tangentielle des endosymbiontes. Barre: 1 um.

Figure 12.-Sections transversale ou légérement obliques des endosymbiontes. Barre:
0,2 um.
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Figure 13.—Disposition spatiale des trois endosymbiontes contenus dans une cellule.
Chaque endosymbionte est représenté individuellement selon deux orientations
distinctes de 90°. Les dessins A, B et C peuvent étre considérés comme des vue
«polaires» de la cellule. Les dessins A’, B’ et C’ peuvent étre considérés comme des
vues «équatoriales». Par exemple, le plus petits des trois endosymbiontes est représenté
par les dessins A et A’. Le noyau (N) et les deux centrioles (fleches) sont constamment
présents dans les six dessins. Pour ne pas charger les dessins, les endosymbiontes ne
sont figurés que par un trait et non leur épaisseur réelle. Ces traits sont minces ou
légeérement épaissis, indiquant ainsi une position éloignée ou proche de 1’observateur.
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Figure 14.—Section médiane d’une cellule contenant des endosymbiontes (fleche
montrant un de ceux-ci) situés centralement dans le cytoplasme. Barre: 1 pm.

Figure 15.—Coupe transversales de trois endosymbiontes (fleches) situés pres du noyau
(N). Barre: 0,2 um.
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