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Nouveaux signes biochimiques de la differenciation sexuelle
chez Allomyces

Par Fernand Chodat et Gilbert Turian

Institut de botanique generale, Universile de Geneve

Manuscrit re^u le 4 octobre 1955

D'une facon generale, Ies tissus ou s'affirme la predominance du sexe
femelle presentent un etat reducteur plus accentue que les tissus males
(8, 9, 10, 15).

Les capacites reductrices des gametanges femelles d!Allomyces
peuvent etre mises en evidence ä l'aide de colorants vitaux du type redox.
Parmi ceux-ci, c'est le vert janus, moins facilement reduit (rH2 plus bas)
que le bleu de methylene, qui nous a donne les meilleurs resultats differ

entiels.
Pour le demontrer, nous avons utilise des extremites hyphales

d'Allomyces javanicus Kniep, rapidement induites ä differencier leurs
gametanges males et femelles, selon notre methode de transfer! dans l'eau
distillee (16). Rappelons que cette derniere comporte au prealable la
culture de la phase gametophytique d'Allomyces en milieu synthetique
liquide d'E m e r s o n (4) ou de M a c h 1 i s (12), borique au V10 0oo (16).
Les meilleurs resultats ont ete obtenus par transfert dans l'eau distillee
de fragments myceliens steriles preleves dans des cultures ägees de
6 jours. Le choc cause par un tel changement de milieu provoque la
differenciation sexuelle apicale des hyphes en 6 ä 7 heures. Des couples de

gametanges äges de 7 heures ont alors ete plonges pendant 5 minutes dans
une solution aqueuse de vert janus B au V100o. Observes ensuite dans
une goutte d'eau distillee, ils ont fourni 1'image satisfaisante suivante:

coloration bleu verdätre des petits gametanges males terminaux;
coloration rose pale des longs gametanges femelles subterminaux;
coloration vert bleuätre des hyphes supports et des hyphes steriles.

Cet exemple s'applique au stade de differenciation gametangiale
caracterise par la distribution homogene des divers organites dans le
coenocyte, en particulier des granules lipidiques (figure 1, I). Au stade
suivant (stade des initiales gametiques, selon figure 1, II), ces granules
se disposent en couronnes autour des noyaux des energides-gametes. A ce
stade, nous avons ete frappes par le fait que la teinte rose de reduction du
vert janus, dans les organes femelles, semble localisee dans les couronnes
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de granules. Lorsque apparaissent, entre la couronne lipidique et le noyau
central, les premiers amas de ribonucleoproteine du corps paranucleaire
(17), le contraste entre la coloration bleu vert de ces amas basophiles et
la teinte rose des granules lipidiques se marque particulierement.

II ressort done de ces premieres observations que le pouvoir reduc-
teur specialement accentue des gametanges femelles semble etre avant tout
l'apanage des granules lipidiques. Une telle observation donne l'espoir
de pouvoir relier la notion physiologique de pouvoir reducteur ä une
donnee chimique, le caractere lipidique des granules. II etait done important

de preciser la nature de ces granules lipidiques, ä l'aide de quelques
tests cytochimiques.

Figure 1

Deux Stades de la diffe-
renciation cytoplasmique
gametangiale chez Allo-
myces javanicus Kniep,
Var. macrogynus Emerson.
I. Stade du contenu homo-
gene (granules lipidiques
osmiophiles disperses).
II. Stade des initiales
gametiques (couronnes lipi¬

diques). Fixateur de
C h a m p y 12 heures

Rappelons que tous nos tests ont ete realises sur les gametanges au
Stade des initiales gametiques afin de pouvoir distinguer sans ambiguite
les granules lipidiques, disposes en couronnes, d'autres granulations intra-
cellulaires, en particulier les granules metachromatiques. En effet, la
coloration mixte au Soudan III—bleu de methylene, suivie de decoloration
avec H2S04 ä 1% (methode de A. Meyer [14]), appliquee k des
gametanges en debut de differentiation (stade du contenu homogene) fixes au
formol neutre ä 10 %, permet de distinguer, disperses parmi les granules
lipidiques soudanophiles, des granulations bleues, de morphologie in-
distincte, ayant resiste ä Taction decolorante de l'acide. Ces granulations
(que Ton retrouve dans les gametes) prennent, d'autre part, une teinte
rouge grenat en presence de bleu de toluidine et bleu noir avec le reactif
deNeisser utilise pour la detection des granules metachromatiques du
bacille diphterique (13). Ajoutons qu'au stade des initiales gametiques, les
granules metachromatiques ne sont plus detectables sur le meme plan
optique que les couronnes de granules lipidiques soudanophiles: ils occu-
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pent une position plus centrale que ces dernieres, dont la position ä la
peripherie des gametanges se prete fort bien ä 1'observation cytochimique.

Le test de la reduction de l'acide osmique nous a ete incidemment
fourni par l'utilisation du fixateur de C h a m p y selon Langeron
(11). Des gametanges laisses 12 heures dans ce melange osmie montrent,
apres lavage a l'eau distillee, des couronnes de grains se detachant en
bistre fonce sur le fond jaunätre pale du cytoplasme general. Cette teinte
bistre des granules lipidiques vire au brim noir lors d'un lavage secondare

des gametanges dans de l'alcool ä 95 %> (voir figure 1). Ces colorations

sont revelatrices de la presence de phosphatides (lecithine, etc.)

dans les granules; elles sont aussi l'indice d'une faible teneur de ces orga-
nites en lipides peu satures du type oleique (11).

La presence de phosphatides, revelee par le test de reduction de

l'acide osmique, nous a donne l'idee de rechercher si certains de ces

composes, generateurs de groupes aldehydiques, du type acetal-phosphatides
(plasmalogene de F e u 1 g e n et B e r s i n [5]) ne pourraient pas etre

responsables du pouvoir reducteur des granules lipidiques. Nous avons
done applique, tant sur Allomyces javanicus que sur AUomyces arbus-

culus, la reaction plasmale de Feulgen (1, 2, 3, 6, 18). Pour cela, les

gametanges ont ete fixes pendant 24 et 72 heures dans:

1. une solution aqueuse saturee de bichlorure de mercure;
2. dans le fixateur deSchaudinn (11), modifie selon Hatch

(HgCL-alcool-acide acetique [7]);
3. dans un melange alcool-acide acetique (Schaudinn non

mercure)

Apres lavage soigneux ä l'eau distillee, les gametanges ont ete noyes
1 ä 2 heures dans le reactif de Schiff (fuchsine sulfureuse). Enfin,
un rapide lavage avec une solution sulfureuse puis de l'eau distillee a

precede les observations microscopiques, soit extemporanees, soit apres
montage au baume.

La fixation au bichlorure de mercure nous a fourni une nette reaction

plasmale positive, specialement apres 72 heures de traitement: les

granules lipidiques se detachent en rose violet fonce sur un fond rose

pale. La fixation au Schaudinn fournit des images encore plus nettes,

dejä apres 12 heures de traitement. Mais la presence d'alcool dans le

fixateur (susceptible d'etre oxyde par le sublime) confere un caractere
de «reaction pseudoplasmale» (1) a une part de la coloration obtenue. La
teinte rose violace diffuse obtenue apres fixation ä l'alcool acetique le

confirme d'ailleurs. Par contre, un temoin non fixe et traite au reactif de

Schiff ne donne aucune coloration violette.
II etait des lors interessant de comparer l'intensite de la reaction

plasmale (fixation au HgCl2) selon les sexes des gametanges. Malgre les

difficultes d'appreciation de la teinte obtenue, il nous a paru que, d'une
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maniere generale, l'intensite de la coloration violette est plus accusee dans
les gametanges femelles que dans les organes males correspondants (sur
le meme hyphe). Fait notoire, cette observation se verifie quelle que soit
la position reciproque des gametanges sur les hyphes fertiles: la reaction
plasmale est done plus intense dans le gametange femelle terminal d'Allo-
mgces arbusculus (espece hypogyne) et dans le gametange femelle sub-
terminal d'Allomyces javanicus (espece epigyne). Ajoutons que ce fait
presente peut-etre une certaine generality et trouve une premiere
verification dans une experience analogue realisee sur les organes sexuels de
Chara foetida Braun, plonges 72 heures dans la solution de HgCl2: reaction

plasmale positive intense dans les globules huileux de la cavite de
I oosphere (presque nulle dans les cellules d'enveloppe de l'oogone), tres
faible par contre dans les filaments spermatiques liberes de l'antheridie.

A 1'epoque ou Joyet-Lavergne (8) a formule sa regie, il ne lui
etait pas possible de designer les substances responsables de la reduction
des colorants. La localisation pro parte au niveau des acetal-phosphatides
(Allomyces, Chara) constitue une precision appreciable. Nos observations
permettent, d'autre part, d'expliquer les critiques et contestations dont la
proposition de Joyet-Lavergne a fait plusieurs fois l'objet. Les
caracteristiques biochimiques du sexe ne sont, en effet, pas necessaire-
ment apparentes, e'est-a-dire decelables sans le secours d'une intervention

artificielle (hydrolyse par le HgCl2 dans le cas des acetal-lipides).
II est plus vraisemblable que ces differences reactionnelles soient, dans la
plupart des cas, potentielles. En consequence, les epreuves qui se bornent
ä eprouver directement les differences des intensites reductrices sont sou-
vent destinees ä l'insucces. Le «demasquage» artificiel sera superflu chez
les organismes dont les fonctions reductrices ont ete physiologiquement
degagees; l'intensite et la duree de ce signe relevent de l'espece.

Resume

Le pouvoir reducteur plus eleve des gametanges femelles $Allomyces
javanicus et Allomyces arbusculus, compare ä celui des gametanges males
correspondants, a ete mis en evidence ä l'aide de trois tests:

1. coloration vitale au vert janus. Reduction du colorant localisee au
niveau des granules lipidiques;

2. reduction du tetraoxyde d'osmium (dans fixateur de C h a m p y);
coloration bistre fonce des granules, indicatrice de phosphatides;

3. reaction plasmale de F e u 1 g e n positive et plus intense dans les
granules lipidiques des organes femelles, indicatrice de la liberation
de groupes aldehydiques reducteurs ä partir d'acetal-phosphatides.
Confirmation de cette reaction plasmale differentielle dans
l'oosphere de Chara foetida.
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En conclusion, importance du demasquage prealable de certains

groupes reducteurs (aldehydiques en particulier) pour actualiser les

potentialites reductrices femelles.

Summary

The higher reducing power of the female gametangia of Allomyces
javanicus and Allomyces arbusculus, compared with the one of the male

corresponding organs, has been detected by the use of three methods:

1. vital staining with janus green B. Reduction of the stain localized

in the lipid granules;
2. reduction of osmium tetroxide (in Champy's fixative); granules

stained dark bistre, indicating phosphatides;
3. Feulgen's plasmal reaction positive and stronger in the lipid

granules from the female organs, indicating a liberation of reducing
aldehydic groups from acetalphosphatides. Such differential plasmal

reaction has been verified in the oosphere from Charct foetidci.

The authors conclude to the importance of a preliminary unmasking
operation of certain reducing groups (aldehydic in particular) in order to

demonstrate the female reducing potentialities.
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