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Nouveaux signes biochimiques de la différenciation sexuelle
chez Allomyces

Par Fernand Chodat et Gilbert Turian
Institut de botanique générale, Université de Geneéve

Manuscrit recu le 4 octobre 1955

D’une facon générale, les tissus ou s’affirme la prédominance du sexe
femelle présentent un état réducteur plus accentué que les tissus méiles
(8,9, 10, 15).

Les capacités réductrices des gamétanges femelles d Allomyces
‘peuvent étre mises en évidence a I’'aide de colorants vitaux du type rédox.
Parmi ceux-ci, ¢’est le vert janus, moins facilement réduit (rH, plus bas)
que le bleu de méthyléne, qui nous a donné les meilleurs résultats dif-
férentiels. '

Pour le démontrer, nous avons utilisé des extrémités hyphales
d’Allomyces javanicus Kniep, rapidement induites & différencier leurs
gamétanges males et femelles, selon notre méthode de transfert dans 'eau
distillée (16). Rappelons que cette derniére comporte au préalable la cul-
ture de la phase gamétophytique d’Allomyces en milieu synthétique
liquide Emerson (4) oude Machlis (12), boriqué au Y400 (16).
Les meilleurs résultats ont été obtenus par transfert dans I’eau distillée
de fragments mycéliens stériles prélevés dans des cultures ageées de
6 jours. Le choc causé par un tel changement de milieu provoque la dif-
férenciation sexuelle apicale des hyphes en 6 & 7 heures. Des couples de
gamétanges 4gés de 7 heures ont alors été plongés pendant 5 minutes dans
une solution aqueuse de vert janus B au %/, Observés ensuite dans
une goutte d’eau distillée, ils ont fourni I'image satisfaisante suivante:

coloration bleu verditre des petits gamétanges maéles terminaux;
coloration rose péle des longs gamétanges femelles subterminaux;
coloration vert bleuatre des hyphes supports et des hyphes stériles.

- Cet exemple s’applique au stade de différenciation gamétangiale
caractérisé par la distribution homogéne des divers organites dans le
coenocyte, en particulier des granules lipidiques (figure 1, I). Au stade
suivant (stade des initiales gamétiques, selon figure 1, IT), ces granules
se disposent en ¢ouronnes autour des noyaux des énergides-gametes. A ce
stade, nous avons été frappés par le fait que la teinte rose de réduction du
vert janus, dans les organes femelles, semble localisée dans les couronnes
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de granules. Lorsque apparaissent, entre la couronne lipidique et le noyau
central, les premiers amas de ribonucléoprotéine du corps paranucléaire
(17), le contraste entre la coloration bleu vert de ces amas basophiles et
la teinte rose des granules lipidiques se marque particuliérement.

Il ressort donc de ces premiéres observations que le pouvoir réduc-
teur spécialement accentué des gamétanges femelles semble étre avant tout
I'apanage des granules lipidiques. Une telle observation donne I’espoir
de pouvoir relier la notion physiologique de pouvoir réducteur a une
donnée chimique, le caractere lipidique des granules. Il était donc impor-
tant de préciser la nature de ces granules lipidiques, a I'aide de quelques
tests cytochimiques.

— Figure 1

‘LL Deux stades de la diffé-

renciation cytoplasmique

gamétangiale chez Allo-

myces javanicus Kniep,

Var. macrogynus Emerson.

I. Stade du contenu homo-

gene (granules lipidiques
osmiophiles dispersés).

II. Stade des initiales ga-

métiques (couronnes lipi-
diques). Fixateur de
Champy, 12 heures

. oA

Rappelons que tous nos tests ont été réalisés sur les gamétanges au
stade des initiales gamétiques afin de pouvoir distinguer sans ambiguité
les granules lipidiques, disposés en couronnes, d’autres granulations intra-
cellulaires, en particulier les granules métachromatiques. En effet, la
coloration mixte au Soudan ITI—bleu de méthyléne, suivie de décoloration
avec H,SO, a4 1% (méthode de A. Meyer [14]), appliquée & des gamé-
tanges en debut de différenciation (stade du contenu homogeéne) fixés au
formol neutre & 10 %o, permet de distinguer, dispersés parmi les granules
lipidiques soudanophiles, des granulations bleues, de morphologie in-
distincte, ayant résisté a I'action décolorante de I'acide. Ces granulations
(que l'on retrouve dans les gamétes) prennent, d’autre part, une teinte
rouge grenat en présence de bleu de toluidine et bleu noir avec le réactif
de N e i s s e r utilisé pour la détection des granules métachromatiques du
bacille diphtérique (13). Ajoutons qu’au stade des initiales gamétiques, les
granules métachromatiques ne sont plus détectables sur le méme plan
optique que les couronnes de granules lipidiques soudanophiles: ils occu-
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pent une position plus centrale que ces derniéres, dont la position a la
périphérie des gamétanges se préte fort bien a ’observation cytochimique.

Le test de la réduction de I'acide osmique nous a été incidemment
fourni par lutilisation du fixateur de Champy selon Langeron
(11). Des gamétanges laissés 12 heures dans ce mélange osmié€ montrent,
apres lavage a leau distillée, des couronnes de grains se détachant en
bistre foncé sur le fond jaunatre péile du cytoplasme général. Cette teinte
bistre des granules lipidiques vire au brun noir lors d’un lavage secon-
daire des gamétanges dans de P’alcool & 95 %o (voir figure 1). Ces colora-
tions sont révélatrices de la présence de phosphatides (lécithine, etc.)
dans les granules; elles sont aussi 'indice d’une faible teneur de ces orga-
nites en lipides peu saturés du type oléique (11).

La présence de phosphatides, révélée par le test de réduction de
I’acide osmique, nous a donné I'idée de rechercher si certains de ces com-
posés, générateurs de groupes aldéhydiques, du type acétal-phosphatides
(plasmalogéne de Feulgen et Bersin [5]) ne pourraient pas étre
responsables du pouvoir réducteur des granules lipidiques. Nous avons
donc appliqué, tant sur Allomyces javanicus que sur Allomyces arbus-
culus, la réaction plasmale de Feulgen (1, 2, 3, 6, 18). Pour cela, les
gamétanges ont été fixés pendant 24 et 72 heures dans:

1. une solution aqueuse saturée de bichlorure de mercure;

9. dans le fixateur de Schaudinn (11), modifié selon Hatch
(HgCl,-alcool-acide acétique [7]);

3. dans un mélange alcool-acide acétique (Schaudinn non mer-
curé).

Apres lavage soigneux a I'eau distillée, les gamétanges ont été noyes
1 2 2 heures dans le réactif de Schiff (fuchsine sulfureuse). Enfin,
un rapide lavage avec une solution sulfureuse puis de 'eau distillée a
précédé les observations microscopiques, soit extemporanées, soit apres
montage au baume. j ‘

La fixation au bichlorure de mercure nous a fourni une nette reac-
tion plasmale positive, spécialement aprés 72 heures de traitement: les
granules lipidiques se détachent en rose violet foncé sur un fond rose
pale. La fixation au Schaudinn fournit des images encore plus nettes,
déja aprés 12 heures de traitement. Mais la présence d’alcool dans le
fixateur (susceptible d’étre oxydé par le sublimé) confére un caractere
de <réaction pseudoplasmale» (1) 4 une part de la coloration obtenue. La
teinte rose violacé diffuse obtenue apres fixation a I'alcool acétique le
confirme d’ailleurs. Par contre, un témoin non fixé et traité au réactif de
Schiff ne donne aucune coloration violette.

11 était dés lors intéressant de comparer l'intensité de la réaction
plasmale (fixation au HgCl,) selon les sexes des gamétanges. Malgré les
difficultés d’appréciation de la teinte obtenue, il nous a paru que, d’une
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maniere générale, I'intensité de la coloration violette est plus accusée dans
les gamétanges femelles que dans les organes males correspondants (sur
le méme hyphe). Fait notoire, cette observation se vérifie quelle que soit
la position réciproque des gamétanges sur les hyphes fertiles: la réaction
plasmale est donc plus intense dans le gamétange femelle terminal d’ Allo-
myces arbusculus (espéce hypogyne) et dans le gamétange femelle sub-
terminal d’Allomyces javanicus (espéce épigyne). Ajoutons que ce fait
présente peut-étre une certaine généralité et trouve une premiére vérifi-
cation dans une expérience analogue réalisée sur les organes sexuels de
Chara foetida Braun, plongés 72 heures dans la solution de HgCl,: réac-
tion plasmale positive intense dans les globules huileux de la cavité de
I'oosphére (presque nulle dans les cellules d’enveloppe de I'oogone), trés
faible par contre dans les filaments spermatiques libérés de 'anthéridie.

ATépoqueolt Joyet-Lavergne (8) aformulé sa régle, il ne lui
était pas possible de désigner les substances responsables de la réduction
des colorants. La localisation pro parte au niveau des acétal-phosphatides
(Allomyces, Chara) constitue une précision appréciable. Nos observations
permettent, d’autre part, d’expliquer les critiques et contestations dont la
proposition de Joyet-Lavergne a fait plusieurs fois I'objet. Les
caractéristiques biochimiques du sexe ne sont, en effet, pas nécessaire-
ment apparentes, c’est-a-dire décelables sans le secours d’une interven-
tion artificielle (hydrolyse par le HgCl, dans le cas des acétal-lipides).
Il est plus vraisemblable que ces différences réactionnelles soient, dans la
plupart des cas, potentielles. En conséquence, les épreuves qui se bornent
a éprouver directement les différences des intensités réductrices sont sou-
vent destinées a I'insucces. Le «démasquage» artificiel sera superflu chez
les organismes dont les fonctions réductrices ont été physiologiquement
dégagées; 'intensité et la durée de ce signe relevent de I’espece.

Résumé

Le pouvoir réducteur plus élevé des gamétanges femelles d’Allomyces
javanicus et Allomyces arbusculus, comparé A celui des gamétanges méiles
correspondants, a été mis en évidence A I'aide de trois tests:

1. coloration vitale au vert janus. Réduction du colorant localisée au
niveau des granules lipidiques;

2. réduction du tétraoxyde d’osmium (dans fixateur de Ch am PY);
coloration bistre foncé des granules, indicatrice de phosphatides;

3. réaction plasmale de Feulgen positive et plus intense dans les
granules lipidiques des organes femelles, indicatrice de la libération
de groupes aldéhydiques réducteurs & partir d’acétal-phosphatides.
Confirmation de cette réaction plasmale différentielle dans
l'oosphére de Chara foetida.
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En conclusion, importance du démasquage préalable de certains
groupes réducteurs (aldehydiques en particulier) pour actualiser les
potentialités réductrices 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;

9. reduction of osmium tetroxide (in Champy’s fixative); gran-
ules 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 plas-
mal reaction has been verified in the oosphere from Chara foetida.

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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