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Résumé

Les Ciliés psammophiles Kentrophoros latum, de forme rubanée, systématique-
ment proches des Loxndidae mais depourvus de bouche, sont obligatoirement
porteurs de nombreuses Bactéries sulfureuses épizoiques sur la face non ciliée
physiologiquement dorsale (morphologlquement gauche). Ces Bactéries allongées,
disposées « en brosse », sont recouverfes de deux membranes unitaires (membrane
Elasmathu,e_ et membrane de la paroi  cellulaire), ce qui les distingue des

actéries épizoiques de K. fistulosum qui n'en ont qu'une wlasmatl_qu(ej); Parmi
les Bactéries, se trouvent des organismes rappelant les Spirochetes mais dép
de fibres dans I'espace compris entre le protoplaste et I'enveloppe externe.

Les Bactéries épizoiques sont phagocytées par le Cilié a un  endroit
uelconque de sa face non ciliée, surtout au fond des nombreux plis pelliculaires.
Iles arrivent ensuite dans des vacuoles digestives localisées, pour la plupart au

niveau du renflement cytoplasmique médian, ou elles sont réduites a des systémes
enroulés de membranés bactériennes. Ce processus représente donc lé mode
principal de nutrition de K. latum.

L'endoplasme de certains individus de K. latum contient des Bactéries arrondies
recouvertes egalement de deux membranes. Elles sont localisées par groupes dans
des vacuoles cytoplasmiques et se distinguent nettement des Bactéries epizoiques
ingérées. Les "Bactéries endozoiques ne contiennent pas de soufre ; elles se
multiplient par division binaire et ressemblent a des Rickettsiae. Certaines sont
isolées par I'h6te dans des vacuoles solitaires ou elles_subissent une dégénérescence

raduelle. Ces vacuoles sont toujours associées aux_mitochondries, ce qui n'est pas
e cas pour les vacuoles digestives contenant des Bactéries épizoiques sulfureuses.

ourvus

Introduction

Les Ciliés marins du genre Kentrophoros (Centrophorella) sont
des formes typiquement meésopsammiques n'habitant généralement
gue dans les sables fins. |ls appartiennent donc aux especes micro-
porales, selon la classification de Fauré-Fremiet (1950 a). Tous les
Kentrophoros sont des formes tres aplaties, rubanées, et leur face
tournée vers le substrat (physiologiquement ventrale) est seule ciliée.

(1) Adresse permanente.
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Jai montré précédemment (Raikov, 1971-72) que cette face ciliée « ven-
trale » est, du point de vue morphologique, la face droite, la face non
ciliée «dorsale» étant gauche, comme chez les Loxodidae avec
lesquels les Kentrophoros ont en commun beaucoup de particularités
ultrastructurales.

Toutes les espéces de Kentrophoros se caractérisent par une
réduction totale de la bouche et de la ciliature buccale ainsi que par
la présence obligatoire de Bactéries sulfureuses épizoiques, disposées
en « brosse » serrée sur la face non ciliée de I'n6te ou elles sont
attachées a la pellicule par une de leurs extrémités (Sauerbrey, 1928 ;
Kahl, 1933, 1935 ; Fauré-Fremiet, 1950 a, 1951 ; Dragesco, 1960 ; Rai-
kov, 1962, 1963; Rakov et Kovaleva, 1968). Une étude spéciale,
entreprise par Fauré-Fremiet (1950 b), a montré que ces Bactéries
sont Gram-négatives, souvent pigmentées, gu'elles se divisent longitu-
dinalement et qu'elles contiennent, dans |'endoplasme, des globules
de soufre et beaucoup de polysaccharides. Elles sont obligatoirement
épizoiques et ne poussent ni sur d'autres Ciliés ni sur des substrats
morts ; en outre, elles sont morphologiquement différentes suivant
I'espéce de Kentrophoros. Elles n'ont pas encore de nom scientifique
binaire, bien que Fauré-Fremiet (1950 b) les ait rapprochées du genre
Pasteuria Metchnikoff dont les membres, eux aussi, se divisent longi-
tudinalement, ce qui est plutbt atypique pour les Bactéries. A cette
époque, on rattachait les épibiontes de Kentrophoros et les Pasteuria
a l'ordre des Caulobactériales (Fauré-Fremiet, 1950 a, 1950 b, 1951),
tandis que les deux sont transférées aujourd'hui, de fagon provisoire,
dans I'ordre des Hyphomicrobiales (Fauré-Fremiet et al., 1964).

L'étude au microscope électronique de Kentrophoros fistulosum
(Raikov, 1971) a montré qu'il existe un lien entre |'absence de bouche
et la présence des Bactéries épizoiques. L'hbte sest révélé capable
de phagocyter ses propres Bactéries épizoiques a n'importe quelle
place de sa face non ciliée et de les digérer dans son endoplasme.
Pourtant, la question se pose de savoir si ce mode de nutrition, inhabi-
tuel pour un Cilié, n'est pas propre seulement a l'espéce étudiée,
K. fistulosum, qui occupe une position bien a part dans le genre
Kentrophoros. En effet, les bords latéraux de son corps rubané se
recourbent vers la face non ciliée, porteuse de Bactéries, et se joux-
tent au-dessus en formant un véritable tuyau. Les Bactéries recou-
vrent donc l'intérieur de ce tuyau, partiellement isolé du milieu
ambiant. Cela pourrait provoquer |'apparition, chez K. fistulosum
seule, d'un mode de nutrition hautement spécifique : phagocytose
non localisée des épibiontes. En conséquence, il est intéressant de
vérifier cette hypothése en étudiant |'ultrastructure des Bactéries
épizoiques et le mode d'alimentation chez une espéce de Kentrophoros
dont le corps ne senroule pas en tuyau.

Ja chois comme sujet une grande espéce a forme rubanée,
Kentrophoros latum Raikov 1962. Elle n'a été trouvée jusqu'ici que
dans la Mer de Barentz et la Mer Blanche (Raikov, 1962). Les résultats
d'une étude au microscope électronique de son appareil nucléaire et
de ses organites corticaux et ciliaires ont éé publiés ailleurs (Raikov,
1971-72).
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Matériel et méthodes

Les Kentrophoros latum ont été récoltés en juin 1970 sur une
plage sableuse de la baie de Dalnyie Zelentsy (Mer de Barentz), a
proximité de I'Institut de Biologie Marine de Mourmansk (1). Les
Ciliés ont été fixés, le plus souvent, au tétroxyde d'osmium a 2 p. 100
dans un tampon phosphate de Millonig (pH 7.4), additionné de 10 p.
100 de saccharose, pendant vingt minutes a 16-18° C. D'autres indivi-
dus ont été fixés au glutaraldéhyde a 6 p. 100 dans un tampon caco-
dylate 2 01 M (pH 7.4), contenant également 10 p. 100 de saccharose
et, en plus, 0.03 p. 100 de chlorure de calcium, pendant vingt-cinq
minutes a la méme température. Les Ciliés, fixés au glutaraldéhyde,
ont été lavés au tampon cacodylate (avec 10 p. 100 de saccharose et
0.03 p. 100 de chlorure de calcium) et postfixés pendant vingt minutes
au téetroxyde d'osmium a 2 p. 100 dans le méme tampon. Plus
rarement, on utilisait les fixations au glutaraldéhyde dans un tam-
pon phosphate et au tétroxyde d'osmium dans un tampon acétate-
véronal. Une partie du matériel fixé a éé contrasté in toto, pendant
deux heures, a l'acétate d'uranyl aqueux a 05 p. 100, dans un
tampon acétate-véronal, pH 50 (Farquhar et Palade, 1965). Pourtant,
comme cette coloration produisait souvent, dans le cytoplasme du
Cilié, des dépbts en forme de longs cristaux pointus, la plupart des
clichés utilises ici proviennent du matériel contrasté uniquement sur
coupes. Les Ciliés, déshydratés a |'acétone, ont été inclus, soit dans
I'Araldite, soit dans I'Epon.

Les coupes ont été faites au microtome Reichert OM U-2, avec
un couteau de diamant, recueillies sur des grilles nues et colorées deux
a trois heures a |'acétate d'uranyl agueux saturé et dix a quinze minu-
tes au citrate de plomb, daprés Reynolds (& la température du
laboratoire). Les coupes du matériel contrasté in toto ont été colorées
uniquement au citrate de plomb. Les coupes, préalablement carbonées,
ont été étudiées aux microscopes Siemens Elmiskop | et 1A, au
Département de Zoologie de I'Université de Clermont-Ferrand (2).

RESULTATS

La vue générale d'une partie d'une coupe transversale de Kentro-
phoros latum est représentée planche I, 1. La face du corps rubané
du Cilié tournée vers le substrat (morphologiquement droite) porte
de nombreuses cinéties longitudinales, accompagnées de myonemes

él) La récolte, la fixation et I'inclusion du matériel ont été_ effectuées par
V. Kovaeva et E. Snigirevskaya, a qui |'auteur exprime ici sa sincére gratitude.

2) La majeure partie de ce travail a été effectuée par I'auteur en 1970-71 et
en 1972, lors de deux stages de recherche dans ce Laboratoire, dirigé e{)ar le profes-
seur P. de Puytorac, a qui |'auteur tient & exprimer sa profonde et chaleureuse
reconnaissance. Il remercie également M. et Mme Guillaume qui lui ont apporté
une excellente assistance technique dans ce méme laboratoire.
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(pour plus de détails, voir Raikov, 1971-72). La face morphologique-
ment gauche, non ciliée et dépourvue de myonémes, est sillonnée de
nombreux plis, le plus souvent transversaux.

Le microscope €électronique révéle, chez K. latum, non pas une
mais trois espéces de microorganismes dont deux épizoiques et la
troisieme endozoique. Parmi les premiéres sont les Bactéries sulfu-
reuses, allongées, bien connues a la suite des recherches en microsco-
pie photonique ; elles sattachent perpendiculairement a la face glabre
du Cilié et sont particuliérement nombreuses dans les plis pelliculaires
(Pl. 1, 1, BS). Les épibiontes de la deuxieme espéce, beaucoup moins
nombreux et jusqu'a présent inconnus chez K. latum, ressemblent a
des Spirochetes (S) et se trouvent parmi les Bactéries sulfureuses.
Ces deux especes épizoiques existent chez tous les individus de K.
latum étudiés.

Par contre, les endobiontes ne se trouvent que chez certains
individus de K. latum. Ce sont des microorganismes arrondis dispo-
s en «nids» dans des vacuoles endoplasmiques (PI. I, 1, BE).

|. Bactéries épizoiques sulfureuses

Les Bactéries épizoiques de K. latum ont la forme de batonnets
longs de 6 a 7 1 et larges de 1 environ, aux extrémités arrondies
ou parfois plates (PI. I, 1; Pl. 11, 3 et 7). Elles sont sensiblement plus
épaisses que les Bactéries épizoiques de K. fistulosum (Raikov, 1971), ne
samincissent pas vers les extrémités et sont dépourvues de « capitule »
d'attache, propre aux épibiontes de ce dernier Cilie. Comme les
Bactéries de K. fistulosum, les épibiontes de Kentrophoros latum se
divisent longitudinalement (Pl. I, 1, fléche), ce qui confirme les
observations, en photonique, de Fauré-Fremiet (1950 a, b).

Les Bactéries sulfureuses ont un protoplasme trés dense, homo-
géne ou vaguement granuleux, surtout a la périphérie de la cellule
(P1. 11, 3). Elles contiennent toujours de nombreuses cavités claires,
sans membrane limitante (PI. 1, 1 ; PI. I, 3 et 7), correspondant sans
doute aux globules de soufre dissous au cours de la déshydratation du
matériel fixé. Les éléments nucléaires des Bactéries sont peu visibles.
Certaines inclusions denses dans leur protoplasme, de 0,1 1 environ,
aux contours tres irréguliers, correspondent probablement a la volutine
(P11, 3, V). Elles ont été trouvées également chez les Bactéries de
K. fistulosum (Raikov, 1971).

Les Bactéries épizoiques de K. latum sont recouvertes de deux
membranes unitaires (Pl. 1I, 3, fléches). Ainsi, leur organisation
corticale correspond bien a celle des Bactéries Gram-négatives, la
membrane interne étant plasmatique et la membrane externe étant
un élément de la paroi cellulaire (Kellenberger et Ryter, 1958 ; Bladen
et Waters, 1963 ; Avakyan et a., 1972, etc.). Mais, en méme temps,
cela les distingue nettement des Bactéries épizoiques de K. fistulosum
qui n'‘ont que la membrane plasmatique, sont dépourvues de paroi
cellulaire (ou de la membrane qui lui correspondrait) et ressemblent,
de ce fait, aux formes L des Bactéries (Raikov, 1971). Pour vérifier
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PLANCHE |

ment d'une coupe transversale de K. latum montrant, sur |a face
les Bactéries sulfureuses épizoiques (BS) dont
ianlsmes spirochétiformes

1. Fr
non-ciliée,agun pli. pelliculaire, T
certaines en division longitudinale (fleche), et les or
(S , dans I‘endoglasme — les Bactéries endozoiques
dégénérescence (D Rﬂa les mitochondries (CH) ; sur la
et “les myonemes (M). Tétroxyde d'osmium.

2. Bactérie sulfureuse épizoique en division (BS) ingérée par I'hbte et incluse
dans une vacuole digestive limitée par une membrane (fleche). Glutaraldéhyde.

BE), les stades de leur
ace ciliee — les cils (C)
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PLANCHE II
3. Partie proximale d'une Bactérie sulfureuse (BS) contenant de la volutine
(\QI' et limitée par deux membranes éflechas) ; soudure de la Bactérie. a la
i e

}Ig, cule du Cilie composée également deux membranes (pointes de fléches).
étroxyde d'osmium.

4 et 5. Or%anisme spirochétiforme coupé _longitudinalement (4) et transversale-
ment (5), montrant son enveloppe externe (EE) et son protoplaste (P) entouré de
la membrane plasmatique (fleche). Tétroxyde "d'osmium.

6. Fragment d'une coupe de Bactérie sulfureuse épizoique sur Kentrophoros
ggtulosljm, montrant son unique membrane superficielle  (fléche). Tétroxyde
osmium.

7. Bactéries sulfureuses SBS) dans un pli cytoplasmique ; une Bactérie est
phagocytée Efleche). Le cytoplasme adjacent contient_des mitochondries (CH), un
phagosome (PH) ét une vésicule lysosomienne (L). Tétroxyde d'osmium.
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I'existence d'une différence aussi fondamentale entre les Bactéries
épizoiques de deux espéces de Kentrophoros, j'ai réétudié les Bactéries
de K. fistulosum avec un matériel récolté en 1970 a Roscoff et fixé
aussi bien au tétroxyde d'osmium qu'au glutaraldéhyde (mon travail
original, publié en 1971, a été fait sur du matériel de la Mer Noire et
fixé uniquement au tétroxyde d'osmium). Des micrographies a haute
résolution, obtenues a Clermont-Ferrand, n'ont pu que confirmer,
apres les deux fixations, I'existence d'une seule membrane (plasmati-
que) a la surface des Bactéries de K. fistulosum (PI. II, 6, fléche).
Je reviendrai plus loin sur les causes possibles de cette différence
importante entre les deux Bactéries, épizoiques respectivement sur
deux espéces de Kentrophoros.

Les Bactéries épizoiques de K. latum s'attachent, par une de
leurs extrémités, a la pellicule du Cilié. Cette derniére consiste en
deux membranes paralleles — membrane cytoplasmique (externe) et
membrane distale des avéoles sous-pelliculaires plus ou moins apla-
ties (Pl. 11, 3). Lafixation des Bactéries semble peu solide ; la plupart
dentre elles se détachent, en effet, au cours de la fixation et on
observe souvent, dans I'espace ainsi formé entre le bout de la Bactérie
et la pellicule du Cilié, de minces filaments d'une substance quelcon-
gue reliant les deux surfaces distinctes (Pl. 11, 3 et 7). Aucune diffé
renciation spéciale de I'ectoplasme du Cilié, aux points d'attache des
Bactéries, n'a éé observée.

2. Les organismes spirochétiformes

Parmi les parties proximales des Bactéries sulfureuses attachées
a la face non ciliée de I'hdte, on rencontre des microorganismes
filiformes, relativement peu nombreux. lls sont sinueux, peut-étre
spiralés (PI. Il, 4), a section transversale circulaire (Pl. Il, 5). Ces
microorganismes sont disposés plus ou moins parallélement a la
surface du Cilié et n'‘émergent jamais des bouts distaux des Bactéries.
Pourtant, leur fixation éventuelle a la pellicule du Cilié n'a pas été
observeée.

Les organismes en question rappellent les Spirochétes : ils ont
un protoplaste cylindrique, de 025 a 030 u de diamétre, entouré
d'une enveloppe externe séparée du protoplaste par un espace péri-
phérique bien défini (Pl. 11, 4 et 5). Le protoplaste est recouvert
d'une membrane plasmatique unitaire (Pl. 1I, 4, fleche) ; il contient
une matrice dense, granuleuse, avec des zones plus claires a contenu
réticulaire, qui semblent correspondre aux €léments nucléaires (PI. II,
4 et 5). Ces organismes ne contiennent pas dinclusions de soufre.
L'enveloppe externe (homologue de la paroi cellulaire) est une
membrane unitaire avec du matériel amorphe adjacent. Y compris
I('ervelop[))e externe, le diamétre de l'organisme varie de 04 a 05
Pl. I, 5).

Pourtant, les organismes spirochétiformes de K. latum différent
des véritables Spirochétes par I'absence de fibres dans I'espace péri-
phérique (entre le protoplaste et I'enveloppe externe).
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3. Ingestion et digestion des Bactéries sulfureuses

Comme chez Kentrophoros fistulosum, I'endoplasme de K. latum
contient une quantité considérable de Bactéries sulfureuses dans ses
vacuoles. Elles sont surtout abondantes dans le renflement médian
du cytoplasme, ou le corps du Cilié atteint son épaisseur maximale.
Le cytoplasme contient a la fois des Bactéries sulfureuses apparem-
ment intactes (Pl. |, 2) et des stades différents de leur destruction
(PL. 111, 8 et 9). L'ndte semble donc étre capable de semparer de ses
Bactéries épizoiques puis de les digérer et cela est apparemment le
mode principal et peut-étre unique de sa nutrition. Leur cytoplasme
ne contient jamais de vacuoles digestives avec un autre contenu, ce
qui correspond bien a I'absence de bouche chez K. latum.

L'ingestion par I'hdte des Bactéries sulfureuses peut se produire,
chez K. latum, a des endroits variés de la face non ciliée et sur la
totalité de cette face. L'ingestion se produit donc sous forme de
phagocytose non localisée. La face glabre est en général trés irrégu-
liere, avec de nombreux plis dont les parois sont également tapissées
de Bactéries (PI. 1, 1). C'est surtout au fond de ces plis qu'apparais-
sent de profondes poches pelliculaires contenant des Bactéries isolées
(PI. 11, 7, fleche). Une telle poche semble ensuite se refermer et se
transformer en une vacuole digestive ou phagosome. Cette derniére est
limitée par une membrane cytoplasmique du Cilié (Pl. I, 2, fléche).
Le processus de digestion des Bactéries sulfureuses phagocytées est
trés analogue a celui qu'on rencontre chez K. fistulosum (Raikov,
1971). Les Bactéries conservent encore d'abord leur forme allongée,
leur cytoplasme reste dense aux électrons et les contours des cavités,
persistant aprés dissolution des globules de soufre, restent nets (Pl. I,
2). Des Bactéries en division sont également ingérées (PI. I, 2).
Plus tard, les Bactéries phagocytées sarrondissent, leur contenu dense
saccumule en blocs, le reste de la Bactérie devenant transparent

(PL. 11, 7 ;5 PLTH, 8). Comme chez K. fistulosum, des vésicules lysoso-
miennes apparaissent a proximité de tels phagosomes (PI. Il, 7 ;
Pl. 111, 8, L). Assez souvent, plusieurs phagosomes solitaires se réu-

nissent en formant un phagosome composé, contenant les restes de
plusieurs Bactéries. Vers la fin de la digestion, une grande quantité
de membranes concentriques ou paraleles saccumulent dans les
phagosomes, tandis que le protoplasme des Bactéries devient a peine
perceptible (PI. 111, 9). Les stades finaux de la digestion se trouvent
presque exclusivement dans le renflement médian qui parcourt le
long du Cilié

4. Les Bactéries endozoiques

Chez K. latum, les Bactéries endozoiques ne sont que facultatives.
On les trouve chez un tiers des individus environ, le pourcentage
exact étant trés variable d'une population a l'autre. Ce type de
Bactéries n'existe pas chez Kentrophoros fistulosum.

Les Bactéries endozoiques de K. latum forment des « nids »
importants (de 20 cellules au moins) dans des vacuoles « parasitopho-
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PLANCHE Il

8. Phagosomes (PH) et vésicules lysosomiennes (L) dans |'endoplasme du
renflement "médian cytoplasmique. Tétroxyde d'osmium.

9. Phagosome, probablement composé, au stade avancé de digestion, avec des
systémes de membranes paraliéles a l'intérieur. Tétroxyde d'osmium.

10. Frag?ment d'une vacuole parasit(()jpho_re contenant des Bactéries endozoigues
BE) dont T'une est au début de la division (D;) et une autre a la fin (D.,).
étroxyde d'osmium.

11. Bactérie endozoique intacte éB_E), isolée _dans une vacugle « secondaire »
(VS qui voisine avec deux mitochondries (CH). Tétroxyde d'osmium.
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PLANCHE IV

12. Bactérie endozolque montrant ses deux membranes, ses granules protoplas-
miques (G) et son nucleoide (N). Tétroxyde d'osmium.

13. Stade moyen de division d'une Bactérie endozolque, aux nucleoides (N)
déja séparés. Tétroxyde d'osmium.

14. Stade final de la division d'une Bactérie endozolque. Tétroxyde d'osmium.

16. Bactérie endozoique «dégonflée» (DG), située dans une vacuole «secon-
daire » (VS), associée a une mitochondrie (CH). Tétroxyde d'osmium.
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res », séparées par une membrane du cytoplasme proprement dit
(Pl. 1, 1 ; PI. 111, 10). Elles sont sphériques ou presque, d'un diamétre
de 1 u environ, et contiennent un protoplasme réticulo-granuleux, sans
cavités ou des globules de soufre pourraient étre logés. Cea les
distingue nettement des Bactéries épizoiques sulfureuses en voie de
digestion. Le protoplasme des endobiontes comprend des zones plus
denses, granuleuses, généralement périphériques, et une zone plus
claire, finement réticulaire, sensiblement centrale, qui est peut-étre
['‘élément nucléaire de la Bactérie (PI. IV, 12). En outre, le proto-
plasme contient des granules de 100 a 200 A qui ressemblent aux
ribosomes (PI. 1V, 12, G).

Les Bactéries endozoiques sont recouvertes de deux membranes
unitaires concentriques (Pl. IV, 12), dont l'interne est accolée au
protoplasme et représente sans doute la membrane plasmatique. La
membrane externe est plissée et séparée de |'autre par un espace de
300 a 500 A. Elle correspond a la membrane de la paroi cellulaire.
Cet espace est plein d'une substance amorphe peu dense aux électrons.
Ainsi, la structure corticale des endobiontes correspond a celle des
Bactéries Gram-négatives et surtout a celle des Rickettsiae (Jadin et
al., 1968 ; Higashi, 1968 ; Brinton et Burgsdorfer, 1971 ; Avakyan et
a., 1972).

Parmi les Bactéries endozoiques, se trouvent toujours des cellules
en division (PI. 11l, 10 ; F. IV, 13 et 14). Les endobiontes se multi-
plient par simple bipartition, en s'étirant en haltére. Aux stades
moyens de la division, la future congtriction est marquée par une
zone peu dense, avec de grands (200 A) granules polymorphes diffé-
rents des ribosomes (PI. IV, 13). Les zones réticulaires (nucléoides)
sont déja séparées dans les deux futures cellules (PI. 1V, 13 et 14).
Aux stades finaux de la division, les cellules sont reliées par un pont
plasmatique étroit prés duquel le protoplasme est particuliérement
dense. Les deux membranes superficielles restent continues pendant
toute la division (PI. IV, 14).

Telles sont les Bactéries contenues dans les « nids » envacuolés :
elles ne montrent donc aucun signe de dégénérescence. Mais, autour
de ces « nids », on voit toujours de petites vacuoles « secondaires » ne
contenant qu'une ou deux Bactéries qui paraissent souvent plus ou
moins dégénérées (Pl. |, 1, DG). Il est a noter que ces vacuoles
« secondaires » voisinent toujours avec une, deux ou méme trois
mitochondries (PI. 111, 11 ; PI. IV, 15, CH).

Les petites vacuoles « secondaires » sont aussi limitées par une
membrane (PI. 111, 11) qui Sapplique étroitement et sur une grande
surface a la membrane externe des mitochondries. Celles-ci ont une
structure typique (voir Rakov, 1973), contiennent de nombreuses

tubules et sont recouvertes d'une double membrane (PI. I11, 11 ; Pl. 1V,
15). Quant aux Bactéries endozoiques isolées dans ces vacuoles, plu-
sieurs d'entre elles ont un aspect presque normal (Pl. Ill, 11), mais la

plupart sont « dégonflées », plissées, aux membranes superficielles a
peine visibles et au protoplasme trés dense, d'aspect coagulé (Pl. IV, 15,
DG). On trouve toutes les étapes intermédiaires entre ces deux états
extrémes. Cda laisse supposer qu'il sagit ici d'un processus réel de
dégénérescence des Bactéries endozoiques, peut-étre sous I'effet des
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forces protectrices de I'héte. On ignore ce que deviennent, finalement,
les restes dégonflés des Bactéries endozoiques. Pourtant, il est a noter
gu'il n'y a jamais d'accumulation de membranes concentriques dans
les vacuoles « secondaires », ce qui les distingue nettement des vacuo-
les digestives contenant des Bactéries épizoiques phagocytées. Il n'y
a pas, non plus, de structures lysosomiennes au voisinage de ces
vacuoles « secondaires ».

DISCUSSION

Des associations entre Ciliés et Bactéries, qui varient du para-
sitisme a la symbiose, sont assez courantes (Kirby, 1941 ; De Puytorac,
1967 ; Ball, 1969). Les plus fréguentes et les plus variables sont les
Bactéries endozoiques, qui peuvent étre localisées aussi bien dans le
cytoplasme que dans chacun des deux types de noyaux des Ciliés.
Par contre, les Bactéries épizoiques sont plus fréguentes parmi les
Flagellés, surtout parasitaires (Hollande et Valentin, 1969, etc.), que
chez les Ciliés. Pourtant, les Kentrophoros restent un des meilleurs
exemples d'une association permanente et obligatoire entre un Cilié
et une Bactérie épizoique.

|. Bactéries épizoiques sulfureuses et mode de nutrition de K. latum.

L'association Kentrophoros - Bactéries sulfureuses se caractérise
par un degré édevé d'adaptation mutuelle entre I'hbte et |'épibionte.
Cela se traduit, chez I'héte, par la perte de la bouche et par sa
nutrition exclusive aux dépens de ses épibiontes et, chez les Bactéries
épizoiques, par leur incapacité a pousser sur des substrats autres
gue Kentrophoros. Une analyse des relations Cilié- épibionte, faite
pour K. fistulosum (Raikov, 1971), indique que ce type d'association
peut étre considéré comme symbiotique.

Les Bactéries épizoiques de K. fistulosum ressemblent a celles
de K. latum bien qu'elles en différent par des détails. Elles appartien-
nent sans doute a des espéces distinctes. La différence la plus nette
entre les deux Bactéries est I'existence de deux membranes superfi-
cielles chez les épibiontes de K. latum et d'une seule chez ceux de
K. fistulosum. Autrement dit, les Bactéries de K. fistulosum manquent
de paroi cellulaire, ce qui les rapproche des formes L des Bactéries
(Klieneberger-Nobel, 1960). Une différence aussi importante entre
deux Bactéries qui, par ailleurs, se ressemblent beaucoup, m'a méme
fait penser a une erreur méthodique quelconque. Pourtant, ayant
réétudié les Bactéries d'une autre population de Kentrophoros fistulo-
sum (celle de Roscoff), avec deux fixations différentes (les mémes
qui ont été utilisées pour K. latum) je n'ai pu retrouver qu'une seule
membrane superficielle, et cela avec la méme netteté qui montre deux
membranes chez les Bactéries épizoiques de K. latum. Donc, la diffé-
rence se confirme, mais ses causes restent obscures. On peut seulement
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supposer que l'absence de paroi cellulaire, chez les Bactéries de K.
fistulosum, doit étre liée, de quelque facon, a la forme particuliére
en tuyau du corps de I'héte. En conséquence, les épibiontes qui
tapissent l'intérieur du tuyau sont abrités de I'action immédiate des
facteurs externes et surtout des facteurs mécaniques (contact des
grains de sable, etc.). L'intérieur du tuyau, forme a la suite d'un
enroulement du corps de K. fistulosum, est une sorte de « pépiniéere »
pour les Bactéries. Cette adaptation n'existe pas chez K. latum dont
les Bactéries recouvrent une surface externe du corps rubané et ne
sont que faiblement protégées par les plis de cette surface. Ces
considérations laissent supposer que les Bactéries sulfureuses épizoi-
gues de la plupart des especes de Kentrophoros auraient, comme celles
de K. latum, une paroi cellulaire normale pour les Bactéries Gram-
négatives et que cette paroi serait secondairement perdue seulement
chez les épibiontes de K. fistulosum. Cela est d'autant plus probable
gue différentes Bactéries Gram-négatives montrent des membranes
superficielles a peu prés identiques a celles des épibiontes de K.
latum : la membrane interne est plasmatique et la membrane externe,
avec une couche amorphe peu prononceée, représente la paroi cellulaire
chez Escherichia coli (Kellenberger et Ryter, 1958), Bacteroides (Bla
den et Waters, 1963), Acetobacter (Claus et Roth, 1964) et beaucoup
d'autres (Glauert et Thornley, 1969; Avakyan et a., 1972). Les
Bactéries sulfureuses a vie libre, Gram-négatives, ont également deux
membranes superficielles (Fauré-Fremiet et Rouiller, 1958 ; Shively
et a., 1970, etc.).

Le mode d'attache des Bactéries sulfureuses a la pellicule du
Cilie (K. fistulosum) a été considéré en détail et comparé avec la
fixation des Bactéries sur d'autres Protistes, notamment sur les
Flagellés termiticoles, dans un article précédent (Raikov, 1971). De
ce point de vue, les Bactéries épizoiques de K. latum sont parfaitement
analogues a celles de K. fistulosum. Elles sont aussi attachées a
I'néte d'une fagon relativement fragile, bien que K. latum ne senroule
pas en tuyau et que ses Bactéries soient moins protégées.

Les phénoménes de phagocytose et de digestion des Bactéries
sulfureuses sont également presque identiques chez K. latum et K.
fistulosum. Par conséquent, il faut répondre négativement a la question
posée dans I'Introduction de savoir si un mode de nutrition aussi
inhabituel pour les Ciliés que la phagocytose non localisée n'est pas
une acquisition spécifique de K. fistulosum seulement. Il semble, en
effet, que toutes les espéces de Kentrophoros, tubulaires ou rubanées,
se nourrissent de cette facon.

Il semble que, chez K. latum, aussi bien que chez K. fistulosum,
les Bactéries phagocytées dans les zones marginales du corps de
I'néte ne sont pas digérées sur place, mais transportées, par I'endo-
plasme, vers le renflement médian cytoplasmique ou l'on trouve les
stades avancés de digestion. Ainsi, bien que la phagocytose ne soit
pas localisée chez K. latum, la zone digestive y est bien délimitée. Il
est a noter que le méme renflement médian contient aussi les noyaux
de K. latum.

La formation des membranes enroulées, dallure plus ou moins
« myélinique », est bien caractéristique pour les vacuoles digestives,
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surtout chez les Protozoaires qui se nourrissent de Bactéries. Ces
membranes ont été décrites, par exemple, chez Colpoda maupas
(Rudzinska et al., 1966).

D'autres Protozoaires peuvent également semparer de leurs pro-
pres Bactéries épizoiques. Ainsi, la cavité buccale du Cilié Péritriche
Trichodinopsis paradoxa possede une poche spéciale qui contient des
Bactéries. L'exceés de ces derniéres arrive dans le pharynx, puis dans
les vacuoles digestives (Grassé et Mugard, 1963). Certes, il n'y a pas
ici de phagocytose non localisée et les symbiontes ingérés ne consti-
tuent pas le composant principal de la nourriture de Trichodinopsis.
La ressemblance avec Kentrophoros est plus nette chez le Flagellé
Joenia (Hollande et Valentin, 1969) qui peut phagocyter ses Bactéries
épizoiques par simple invagination de la surface. Mais, méme ici, ce
mode de nutrition n'est que supplémentaire. |l n'existe aucune analo-
gie compléte, parmi les Protozoaires, avec le cas spectaculaire de
Kentrophoros qui, si I'on utilise une expression figurée, « porte son
potager mobile sur son dos ».

2. Microorganismes spirochétiformes

Les organismes ressemblant aux Spirochétes et analogues a ceux
qui sont associés a K. latum existent également chez K. fistulosum
(Raikov, 1971). Pourtant, ils sont sensiblement plus minces chez
cette derniére espéce (diamétre du protoplaste 0.12 y, de I'enveloppe
externe, 0,25 W) que chez K. latum (0,25 p et 0,4-0,5 U, respectivement).
En outre, les organismes en question n‘apparaissent, chez K. fistulo-
sum, que facultativement.

Ces microorganismes différent nettement des vrais Spirochétes
par I'absence de fibres dans I'espace compris entre le protoplaste
(cylindre cytoplasmique) et I'enveloppe externe. Cela est vrai aussi
pour les organismes spirochétiformes épizoiques de K. fistulosum.
Chez les vrais Spirochetes, ces fibres, du type flagelles bactériens,
d'un diamétre de 140 a 170 A, sont réguliérement présents en nombre
plus ou moins important (Listgarten et al., 1963 ; Grimstone, 1963 ;
Bladen et Hampp, 1964 ; Hollande et Gharagozlou, 1967 ; Avakyan et
al., 1972). Comme €elles sont considérées comme contractiles, la fonc-
tion de motilité (torsions) du Spirochéte entier leur est également
attribuée. Si cela est vrai, on peut supposer que les épibiontes spiro-
chétiformes de K. latum et de K. fistulosum sont immobiles et que la
perte, chez ces microorganismes, de I|'appareil fibrillaire contractile,
est liée a leur mode de vie phorétique.

Les relations physiologiques entre les organismes spirochétiformes
et I'hGte restent obscures. Leur phagocytose n'a jamais été observée.

3. Microorganismes endozoiques

Des organismes bactériens endozoiques sont signalés ici pour la
premiére fois chez un Kentrophoros. Le fait gu'ils se trouvent toujours
dans des vacuoles, donc séparés par une membrane d'hyaloplasme de



BACTERIES DE KENTROPHOROS LATUM 339

I'hdte, les distingue de la plupart des Bactéries endozoiques connues
chez divers Ciliés, localisées le plus souvent directement dans le cyto-
plasme (De Puytorac, 1967 ; Ball, 1969 ; Bede et al., 1969, etc.). Pour-
tant, une localisation dans des vacuoles endoplasmiques a aussi été
notée pour certaines Bactéries endozoiques : celles de Cycloposthium
(Bonhomme-Florentin, 1971), celles du Flagellé Salpingoeca (Laval,
1971), ainsi que pour les symbiontes lambda, sigma et gamma de
Paramecium aurelia (Bede et a., 1969). Le cas le plus remarquable
est celui de Ophryodendron hollandei (Suctorida), étudié par Batisse
(1969). Des Bactéries ovales, comparables aux endobiontes de K.
latum, se trouvent ici dans un systeme ramifié de canaux intracyto-
plasmiques. Ces « canaux a Bactéries » communiquent avec le milieu
extérieur et sont recouverts d'une pellicule complexe caractéristique
de la surface d'Ophryodendron. La question se pose de savoir Sil n'y
a pas aussi de communications, chez K. latum, entre les « vacuoles a
Bactéries » et les plis profonds de la face non-ciliée de I'héte. Sil en
était ainsi, les Bactéries endozoiques seraient, & proprement parler,
une troisiéme espece d'épibiontes, mais localisées dans des poches
profondes de la pellicule. Pourtant, aucune communication directe
entre une « vacuole a Bactéries » et le milieu externe n'a pu étre
observée chez K. latum.

Les Bactéries endozoiques de K. latum ne stockent pas le soufre.
Il n'existe dailleurs qu'une seule description d'une Rhodobactérie
sulfureuse endozoique chez un Cilié — chez Spirostomum teres
(Mangenot, 1934).

En ce qui concerne la position systématique des endobiontes, ils
correspondent morphologiquement aux Bactéries Gram-négatives dont
la paroi cellulaire est tres peu développée et, en fait, réduite a la
membrane qui double la membrane plasmatique. Ces organismes se
rapprochent le plus étroitement des Rickettsiae. La ressemblance
concerne le caractére des membranes superficielles, le type réticulo-
granuleux du protoplasme, au nucléoide peu délimité, la forme de la
division « en haltére » de la cellule (constriction graduelle du proto-
plaste et non une formation d'un septum a croissance centripétale),
enfin, la petite taille des cellules (Jadin et a., 1968 ; Higashi, 1968 ;
Brinton et Burgsdorfer, 1971 ; Avakyan et a., 1972). Les organismes
endozoiques de K. latum n'ont pas de capsule, ce qui les distingue
des coques parfois rencontrées dans I'endoplasme de divers Proto-
zoaires (Bonhomme-Florentin, 1971 ; Curry et Butler, 1972). Les
microorganismes rickettsiomorphes sont dailleurs assez fréguents
dans le cytoplasme et dans les noyaux des Protozoaires. Les Bactéries
déja mentionnées d'Ophryodendron et de Salpingoeca, ainsi que les
Bactéries endoplasmiques de Chilodonella (Soltynska, 1971) appartien-
nent toutes a ce type structural. Les microorganismes arrondis, de
taille inférieure a 1 |, limités par deux membranes et se divisant « en
haltere », parasites des macronoyaux d'lsotricha (Bretschneider et Van
Vorstenbosch, 1964 ; Grain, 1966) et de Neobursaridium (Nilsson,
1969) semblent aussi étre tres proches des Rickettsiae. Les « corpuscu-
les infectieux » du cytoplasme d'’Amoeba proteus, sphériques, a double
membrane et & division binaire, appartiennent sans doute au méme
type (Rabinovitch et Plaut, 1962 ; Wolstenholme et Plaut, 1964).

Les relations des endobiontes rickettsiomorphes de K. latum avec
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leur héte ne sont pas encore connues. La présence des endobiontes,
chez une partie des individus seulement, indique que I'hdte peut se
passer de ces organismes. D'autre part, ce ne sont pas des Bactéries
accidentellement ingérées et digérées, car leur reproduction, dans
I'endoplasme de I'hOte, est évidente. Donc, les endobiontes rickettsio-
morphes peuvent étre, soit des symbiontes facultatifs, soit des para-
sites plus ou moins pathogénes pour I'héte. Ce dernier point de vue
est renforcé par le fait que certains endobiontes peuvent étre isolés
par I'héte dans de petites vacuoles « secondaires » ou ils subissent
une dégénérescence bien différente de la digestion (absence de
lysomes et des systémes multi-membranaires). Ce phénomene pourrait
étre considéré comme une réaction protectrice de I'hdte contre le
parasite. |l est intéressant de noter que les mitochondries de I'héte,
toujours adjacentes aux vacuoles « secondaires » qui contiennent des
endobiontes « dégonflés », jouent un certain réle dans cette réaction.
Une association comparable entre les vacuoles parasitophores et les
mitochondries a été signalée chez le Flagellé Salpingoeca (Laval, 1971),
mais |3, il n'y a pas de dégénérescence des microorganismes rickettsio-
morphes.

En conclusion, rappelons que « l'individu » de Kentrophoros
latum représente, en realité, I'association complexe d'un Protozoaire
avec deux ou trois espéces de microorganismes. L'étude des relations
entre les membres de cette association parait étre une tache attachante
pour le physiologiste ou le biochimiste. En méme temps, il faut noter
gu'aucun des trois microorganismes associés a K. latum (et des deux
associés a K. fistulosum) n'a encore de désignation binominale ni de
place déterminée dans le systeme des Bactéries. Cette situation pour-
rait changer si des bactériologistes compétents sintéressaient aux
microorganismes épizoiques et endozoiques de Kentrophoros. Bien que
les premiers essais de culture in vitro des Bactéries sulfureuses de
Kentrophoros aient échoué, il est souhaitable de les renouveler. Les
résultats de telles recherches auront un intérét certain, non seulement
pour les protistologistes, mais aussi pour les microbiologistes.

Summary

Ultrastructural study of epizoic and endozoic bacteria
of Kentrophoros latum Raikov, a psammophilic holotrichous ciliate

Ribbon-shaped marine psammophilic ciliates Kentrophoros latum, taxonomi-
cally related to the Loxodidae but mouthless, carry numerous epizoic sulphur
bacteria on their non-ciliated "dorsal” (morphologically left) body side. These
obligatory epizoic bacteria are oblong, attached to the hdst in ‘a brush-like manner,
and covered with two unit membranes (plasma membrane and_cell wall membrane).
This distinguishes them from the epizoic bacteria_ of K. fistulosum which have
only one surface membrane (the plasma membrane). Microorganisms resembling
spifochaetes but devoid of fibres in the space between the protoplast and the
outer envelope occur among the sulphur bacteria.

Epizoic bacteria are phagog%/tized by the ciliate at any place of its non-ciliated
body side, but preferentially the bottom of numerous pellicular folds. They
get " afterwards Into food vacuoles, localized mainly in the median cytoplasmic
Swelling, and there become reduced to whirls of bacterial membranes. This
appears to be the main mode of nutrition of K. latum.

The endoplasm of certain individuals of K. latum contains rounded bacteria,
covered also with two membranes, which lie groupwise in_cytoplasmic vacuoles
and are cIearIY different from ingested epizoic bacteria. The endozoic bacteria
contain no sulphur and reproduce by binary fission. Some of these bacteria,
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which resemble the rickettsiae, become isolated by the host into smaller vacuoles
where they gradually degenerate. These secondary vacuoles are always associated
with mitochondria, ‘unlike the food vacuoles containing epizoic sulphur bacteria.
It is supposed that this degeneration is not a form of digestion.

Pesiome

IcaMmobunbable MopckHe wuHby3opun Kentrophoros latum, CcUCTeMaTHYeCKH
61uskue k ceMmelictBy Loxodidae, HO NMIIeHHblE PTa, UMEIOT JEHTOBHAHYIO (hopmy
M HECYT Ha cBOeH O6e3pecHHYHOH (H3HOJOTMYECKH aop3anbHON (Mopdonornyecku
— IeBoil) CTOpOHE TeJa MHOTOYMCIEHHBIX cepobakrepuii, SBIAIOUMXCA 0OaHraT-
HbIMH SMHOHOHTaMH. DTH 6aKTepHH NAaJOYKOBMAHBI, NPHKDENJISIOTCS K HHOY30-
DPHM ONHUM M3 CBOMX KOHIIOB ¥ DPAacmoJioeHbl Hanmoxo6ue wietkd. OHH OrpaHHYeHbl
IBYMS 3JE€MEHTADHBIMH MeMOpaHaMH — IUIasMaTHYeckodi W MeMOpaHO# KiIeToyHOH
CTEHKM, YTo OTIAMYaeT MX OT Gaxrepui-smu6uUoHTOB Kentrophoros fistulosum, cHa6-
JKEHHBIX TOJbLKO OJHOH MeMO6paHoii (maasmaruueckoi). Mexay GaktepHsMu BcTpe-
yajTCad TaKKe CNUPOXeTooGpasHble OpraHMW3Mbl, JHINEHHBbE, OJHAaKo, Gubpuanr B
NPOCTPAHCTBE MEXJAY NPOTOINIACTOM M BHEWHeH 060J0YKOM.

BakTepuu-snu6HOHTH  arouutupylores Jd006bIM  MecToM Ge3pecHHYHOH TO-
BEDXHOCTH Tena MHGY3opuu-xo3suHa. Oco6eHHO yacTto ¢arouuro3 HUMEET MecTo Ha
JIHe MHOTOYMCIEHHBIX CKAAAOK MNeaTuKyanl. Jlanee OGaktepuu nomagaioT B nHle-
BapUTEJbHbIE BAaKyOJH, JOKAIU30BAHHbIE TPEHMYIIECTBEHHO B CpPEIMHHOM BaluKe
nuromnasmbl. Tam GakTepuu mepeBapuBaloTCd € 06pasoBaHHEM 3aKPYUYEHHBIX
cicteM MeMOGpaH B NHIIEBAPDUTEJbHBIX BAKYOJAsX. DTOT MNPOIECC, BUINMO, TMpeJ-
craBasier co6oii riaBHbli crnoco6 muranusi Kentrophoros latum.

dupomnasma HEKOTOpbIX ocobeét K. latum CONEPXKUT OKPYIIABIX OakTepui,
TaKXKe OKDYXEHHbIX ABYMsi MeMOpaHaMu. ITH OaKTepuM pacmnojaralTcs rpynmamu
B KPYNHBIX BaKyoOJsiX LMTOIJIA3Mbl MU PE3KO OTJIMYAIOTCA OT IepeBapuBaeMbix 6Gak-
TePUR-aMMOHOHTOB. BakTepuH-sHIOOGHOHTHI HEe COJEPIKAT CePbl; OHH PA3MHOKAIOTCH
JeIeHHEeM HaJBOe C TraHTeqeo6pasHbiM MepeTArHBAHHEM IPOTOMIACTA W HANOMH-
HalT puKKercuil. Hekoropble M3 3THX GakTepHii MOryT HM30JMPOBATHCH XO3FHHOM
B OTHENbHbIE MEJKHE BAKYOIH, I/le OHH NPETePIeBAIOT NMOCTENMEHHYIO JAereHepalui,.
Menkne BakyodH Bceria KOHTAKTHPYIOT C MHTOXOHJDHAMH, U4TO He HMeeT MecTa
B Clyyae NHIIEBAPUTENbHBIX BaKyoJded, COXEPKAUMX SKTOOGHOTHUECKHX cepobak-
tepuii. [lpexnonaraercs, 4T0 mpouecc jereHepanuu GaxTepHH-SHIOGHOHTOB He
ABJSETCA TNepeBapHBaHHEM.
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