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Recherches sur la morphogenese sexuelle chez Allomyces
Par Gilbert Turian

Institut de Botanique generale, Universite de Geneve

Manuscrit re^u le 31 aoüt 1957

Les especes anisogames d'Allomyces, reunies dans le sous-genre
Euallomyces par R. E m e r s o n (8), sont caracterisees par un cycle
evolutif et un developpement qui les rendent propices ä la recherche
biologique. Parmi les avantages offerts par ces moisissures aquatiques,
mentionnons:
l'alternance de deux phases de developpement independantes, ä poten-

tialites morphogenes bien distinctes, ä savoir la phase gameto-
phytique haploide et la phase sporophytique diploide;

la differenciation sexuelle du mycelium gametophytique, se traduisant
par la superposition, sur le meme hyphe, de deux gametanges de
sexe oppose, morphologiquement et chimiquement (carotene
male, etc.) differencies;

la differenciation egalement bien marquee des gametes uninuclees
(taille, pigmentation, corps paranucleaire, etc.), mobiles par un
flagelle, s'accouplant facilement (auto-fertilite);

la germination presque immediate des zygotes formes ä la suite de la
fecondation gametique;

la formation, sur le mycelium sporophytique, de deux types de spo-
ranges, les zoosporanges generateurs de zoospores diploides et les

sporanges de resistance liberant, apres meiose, des zoospores
«reduites», haploides.

Avec sa double alternative de differenciation organogene —
gametanges males et femelies haploides, zoosporanges et sporanges de
resistance diploides — Allomyces constitue done un organisme particu-
lierement favorable ä l'etude des problemes de la morphogenese vege-
tale sous un aspect relativement simple, ä la portee de l'investigation
experimentale. La culture de cette moisissure est en effet aisee et les
Stades successifs de la morphogenese de ses tissus sexuels et asexuels
peuvent etre etudies dans des conditions normales et dans des conditions
de contrainte experimentale.

II est cependant surprenant de constater que fort peu de travaux
(10, 12) sur le developpement des organes sexuels chez Allomyces ont
fait suite ä la decouverte par Kniep (13), en 1929, de la sexualite
chez cet organisme. Les recherches recentes ont toutes ete centrees sur
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la morphogenese des organes sporophytiques, des sporanges de
resistance en particulier (9, 19, 20). Cela nous a done engage ä diriger les

notres sur le probleme de la morphogenese sexuelle chez Allomyces.

Materiel et metliodes

Nous avons etudie deux especes d'Allomyces: A. macroyynus Emers.
(ex A. javanicus Kniep var. macrogynus Emers.), souche de K n i e p
de la collection DrR. Emerson, comme espece epigyne, et A. arbus-
culus Butl., souche Dr Butler de la collection B a a r n (Hollande),
comme espece hypogyne.

Pour leur culture sur milieu solide, nous avons fait un usage general
du milieu ä l'amidon d'E m e r s o n (8) et dont nous rappelons la

k2hpo4 1

MgS04-7H20 0,5
Extrait de levure (Difco) 4

Amidon soluble 15

Gelose 20

Eau distillee ad 11

C'est sur ce milieu, reparti en tubes et sterilise, que nous avons
maintenu et repique les deux phases de developpement de chaque espece:

1. la phase gametophytique, isolee ä partir d'une colonie formee par
une zoospore haploide ayant germe separement ä la surface du
milieu d'E m e r s o n coule en plaque de Petri, et

2. la phase sporophytique, provenant d'un zygote ayant aussi forme
une colonie isolee en plaque de Petri.

Pour les cultures en milieu liquide, productrices du jeune mycelium
sterile indispensable ä nos essais de morphogenese induite (voir p. 461),
nous avons utilise le milieu synthetique B de Machlis (18), dont
nous rappelons aussi la composition:

k2hpo4 0,005 M
kh2po4 0,005 M
(NH4)2HP04 0,005 M
MgCl2 0,0005 M
CaCl2 0,0005 M
DL-methionine 0,1 g/1

Aneurine 0,15 mg/1
Oligoelements 1

Glucose • 5,0 g/1

Ce milieu est automatiquement tamponne ä pH 7,0. Le CaCl2 et le

glucose sont sterilises et ajoutes separement ä la solution.
1 MnCl2 0,5 p. p. m. Mn — ZnS04 0,1 p. p. m. Zn — CuS04 0,1 p. p. m. Cu —

FeCl3 1,0 p. p. m Fe — (NH4)6Mo7024 0,2 p. p. m. Mo — CoCl21 0,2 p. p. m. Co —
H3BO3 0,5 p. p. m. B.
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Le maintien du gametophyte en milieu liquide a ete assure par
l'addition ä celui-ci d'un supplement d'acide borique J//600 (environ
V104), afin de reduire les possibilites d'essaimage de colonies secondaires
sporophytiques (27). L'acide borique est incorpore separement au milieu
de M a c h 1 i s ä partir d'une solution Ml6 sterilisee par de brefs chauf-
fages ä 80—90°. En s'opposant ä une differenciation rapide des game-
tanges, H3BOa facilite la subculture du mycelium gametophytique,
repetee tous les six jours par transfert de fragments de mycelium sterile

en milieu neuf. De plus, l'etude de la differenciation sexuelle neces-
site, au depart, des hyphes steriles, purement vegetatifs (voir plus bas).

Pour l'etude cytologique des Stades de developpement, nous avons
fait preceder les colorations par une fixation, soit ä l'alcool-formol 10 %
(1:1) pour l'etude de la basophilic cytoplasmique, soit au fixateur
osmie de C h a m p y pour l'etude des mitochondries selon Altmann-
B e n d a (15).

La basophilie cytoplasmique a ete mise en evidence avec le bleu de
toluidine ä V1000, soit acetise (1%) soit en tampon Mcllvaine ä
pH 3,5. La coloration d'A 11 m a n n pour les mitochondries a ete rea-
lisee avec la fuchsine acide (Ciba), suivie d'une differenciation ä l'acide
picrique (sol. alcool. saturee). Enfin, pour les colorations vitales, nous
avons utilise le vert Janus B (V-iooo), le bleu de methylene (V1000)et le
rouge neutre (10~*).

Les observations microscopiques ont ete faites avec le modele 0-lux
de L e i t z avec montage Wild pour la microphotographie. Le
microscope ä contraste de phase Spencer s'est revele tres utile pour
l'observation vitale des mitochondries ä fort grossissement.

Morphogenese des appareils sexuels de la phase gametophytique
La morphogenese du gametophyte chez Allomyces comprend deux

grandes etapes:
1. celle qui, par germination de la zoospore haploide initiale, conduit

au mycelium dichotomique et
2. celle qui assure la transformation des hyphes myceliens vegetatifs

en gametanges fertiles (morphogenese sexuelle).
La premiere etape a ete parcourue lors de notre isolement mono-

spore initial (voir methodes) et a conduit au mycelium gametophytique
que nous avons subcultive depuis. Ses diverses manifestations d'ordre
morphogenetique sont homologues de Celles qui accompagnent la
germination des zygotes de la phase sporophytique. Leur sequence
comprend, dans l'ordre d'apparition: l'immobilisation de la zoospore et la
perte de son flagelle (resorption?), remission du rhizoide, premier signe
visible de la germination, et la poussee, au pole oppose du corps sporal,
d'un hyphe de germination, futur «tronc» de l'arbre dichotomique my-
celien (figure dans Emerson [10]). La remarquable symetrie de
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la plantule d'Allomyces (plan rhizoide—hyphe germinatif) traduit
l'existence d'une polarite dans le contenu de la zoospore ou du zygote
(gradient basophile et mitochondrial?).

Ces phenomenes morphologiques sont associes ä d'importants rema-
niements cytochimiques dont le plus spectaculaire concerne la disintegration

progressive du corps paranucleaire ribonucleique (sphere post-
meiotique) de la zoospore en voie de germination (29).

Nous n'insisterons pas ici sur cette premiere etape de la morphogenese

du gametophyte, dont nous retrouverons l'equivalent lors de
l'etude du sporophyte. Conditionnees par notre methode des cultures
successives du mycelium gametophytique, nos recherches ont ete cen-
trees sur la seconde etape, celle de la morphogenese sexuelle ou gameto-
genese.

A. Morphogenese sexuelle en conditions normales

Sa description sera avant tout basee sur l'etude de revolution des

apex hyphaux («hyphal tips») de l'espece epigyne, Allomyces macro-
gynus Emers. Elle s'applique cependant aussi, en tenant compte de la
position reciproque inversee des gametanges, ä l'espece hypogyne,
Allomyces arbusculus Butl. Cette derniere, dont l'etude detaillee a ete faite
par Hatch (12), nous a surtout servi de contröle pour tous les cas ou
l'on pouvait soupconner une distribution differentielle soit d'organites
(mitochondries), soit de proprietes biochimiques (basophilic, pouvoir
redox, etc.) selon le sexe des gametanges. La possibilite d'un tel contröle
nous a ante»rise ä ne considerer comme differentiels et par consequent
revelateurs d'un etat de differenciation sexuelle que les caracteres
particulars se retrouvant, dans les deux especes, en association avec un
gametange de sexe determine, et cela, quelle que soit la position, apicale
ou subapicale, de celui-ci sur l'hyphe-support (ä l'exemple du carotene,
uniquement associe au gametange male, que ce dernier soit apical [A.
macrogynus] ou subapical [A. arbusculus)).

Pour l'etude des Stades successifs de la morphogenese, nous avons
fait usage de notre methode rapide de differenciation sexuelle (27) par
transfert dans l'eau distillee ou dans la solution physiologique hypo-
tonique de Machlis (17) (KH2P04 0,001 A/; MgCl, 0,0001 M; CaCl,

0,00002 M) de fragments de mycelium gametophytique sterile, cultive
au prealable pendant 5 ä 6 jours dans le milieu synthetique liquide de

Machlis, borique M/600 (voir methodes). Dans nos conditions de

travail, ä la temperature du laboratoire (18 ä 20° C), les hyphes par-
courent les differents Stades morphogenetiques en 7 ä 8 heures.

Nous avons cherche parallelement ä identifier les differents stades

sur du mycelium gametophytique cultive sur milieu solide. Le milieu
synthetique de Machlis gelose ä 2 °/o s'est revele peu favorable: le

mycelium y est peu et tardivement fertile, d'oii son aspect blanchatre
(rarete des gametanges tant males ä pigment orange que femelles inco-
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lores). Par contre, sur le milieu d'E m e r s o n les cultures sont tres
fertiles, d'aspect jaune orange vif. Les gametanges s'y differencient
rapidement en arriere du front de progression du mycelium a la surface
du milieu.

Voici la sequence des Stades de la morphogenese sexuelle chez
Allomyces macrogynus Emers., decrits selon leur ordre d'apparition
dans la solution hypotonique de Machlis:

1. Hyphes indifferencies
(figure 1, 1)

Ce stade se poursuit pendant 4 ä 5 heures, pendant lesquelles les
hyphes continuent ä s'allonger.

Leur extremite apicale («hyphal tip») contient un cytoplasme
dense. Au contraste de phase, on y distingue de nombreuses mitochon-
dries et, plus en retrait, plusieurs noyaux ä gros nucleole suivis d'un
rideau de granulations lipidiques densement reparties en position sub-
apicale. A souligner que cette meme repartition des organites cytoplas-
miques se retrouve chez A. arbusculus Butl.

De petites vacuoles apparaissent des la zone subapicale. De leur
confluence nait, dans les portions plus ägees des hyphes, la grande
vacuole centrale qui rejette le cytoplasme le long des parois hyphales.

Enfin, des noyaux en division mitotique (avec fuseau intra-
nucleaire) peuvent etre mis en evidence avec une coloration de Feul-
gen pratiquee sur les hyphes indifferencies de jeunes colonies gameto-
phytiques prelevees sur milieu d'E m e r s o n.

2. Disjonction tissulaire
(figure 1, 2)

Ce stade correspond ä la cessation de la croissance des hyphes par
elongation et ä leur renflement en une massue terminale, prelude ä la
separation des tissus males et femelles par des cloisons (cytodierese).
Nous avons etudie cette disjonction tissulaire sous son angle cytologique
(a) et sous son aspect biochimique (b).

a) Disjonction cytologique
Elle concerne l'eventuelle repartition differentielle des organites en

fonction du sexe presomptif de la zone qu'ils occupent sur l'hyphe. Pour
une telle etude, il etait indispensable d'envisager comparativement les
deux especes d'Allomyces, ä position reciproque inversee des
gametanges males et femelles (epigynie et hypogynie).

Tous les noyaux du mycelium sexuel sont des descendants' directs
du meme et unique noyau initial de la zoospore haploide. Iis ne peuvent
done presenter une constitution genetique differente et, de plus, parais-
sent etre repartis au hasard dans les hyphes. Cette constatation avait
dejä conduit Hatch (12) ä rechercher parmi les autres organites
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cytoplasmiques l'origine et la manifestation d'une difference responsable

de la segregation sexuelle des gametanges chez Allomyces. Son
observation d'une concentration accrue des chondriosomes dans l'apex
des jeunes hyphes — zone de differentiation du future gametange
femelle chez A. arbusculus — corroboree par la plus grande taille des

corps paranucleaires (qu'il prenait pour des amas de mitochondries
vesiculisees) dans les gametes femelles, le conduisit ä attribuer ce role
aux chondriosomes.

L'observation, au microscope ä contraste de phase, nous a permis
de confirmer l'accumulation apicale des mitochondries chez Allomyces
arbusculus, telle qu'elle est d'ailleurs bien connue dans les hyphes

1

Figure 1

Sequence stadiale de la morphogenese sexuelle chez Allomyces macro-
gynus Emers. Stades (1) des hyphes indifferencies, (2) de la disjunction

tissulaire, (3) de la cytodierese, avec (a) cloisonnement apical et
(b) subapical, (4) de la maturation, avec les etapes (a) de la granulation

uniforme, (b) des couronnes lipidiques, (c) du clivage des
energides-gametes et (d) de la liberation gametique. Fixation au

C h a m p y et coloration au bleu de toluidine

d'autres champignons, les Saprolegniales en particulier (11). Ajoutons
qu'une telle concentration est plus apparente que reelle et depend, dans
cette portion des hyphes, de la fragmentation du chondriome en de
nombreuses mitochondries courtes et trapues, alors que les portions plus
ägees ne contiennent que de longs chondriosomes.

L'examen attentif d'Allomyces macrogynus — ou l'epigynie aurait
du s'accompagner d'une concentration subapicale des mitochondries —
nous a fourni une image de concentration apicale semblable ä etile
donnee par A. arbusculus. II ne semble done pas qu'une distribution
quantitative des mitochondries intervienne lors de la disjonction tissulaire

precedant la formation des gametanges chez Allomyces.
Parmi les autres organites susceptibles de presenter une repartition

differenlielle, les granules lipidiques ont toujours presente une
accumulation subterminale chez les deux especes d'Allomyces.
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b) Disjunction biochimique (chimiodiffercnciation)
Diverses reactions ont ete pratiquees sur les extremites hyphales

des deux Allomyces. Les colorants redox (bleu de methylene, thionine,
etc.) ne nous ont pas permis de deceler avec certitude une difference
locale de reaction, sinon la tendance habituelle des apex ä reduire plus
activement ces colorants. Nous n'avons pas non plus observe de
difference notoire avec le bleu de toluidine ä pH 3,5 (apres fixation ä l'alcool-
formol), bien que d'autres observations (voir plus bas) nous suggerent
l'existence, des ce stade, d'un gradient potentiel de synthese des ribo-
nucleoproteines — inverse selon l'espece d'Allomyces — et qui ne
s'actualise qu'au stade de maturation, lors de la genese des corps para-
nucleaires ribonucleiques.

3. Cytodierese
(figure 1, 3)

Elle separe, en les cloisonnant, les territoires sexuellement
determines lors de la disjonction tissulaire et fait d'eux des gametanges.

Chez A. macroyynus, les deux cloisons apparaissent dans l'ordre
suivant:

a) cloison apicale, separant le tissu male du tissu femelle sous-jacent.
Chez A. arbusculus, cette premiere cloison separe aussi deux
tissus sexuels, mais en position inversee;

b) cloison subapicale, separant le tissu femelle du tissu vegetatif de
l'hyphe-support (du moins dans le cas ideal, frequent en milieu
liquide, de la differenciation d'un unique couple par hyphe). Chez
A. arbusculus, cette cloison isole le tissu male du tissu vegetatif
hyphal.

Ces cloisons se developpent ä la maniere de diaphragmes ä crois-
sance centripete, qui finissent par se fermer completement (contraire-
ment aux pseudo-septa, ä lumen central, des hyphes vegetatifs). Elles
proviennent de l'accroissement d'une carene nee de la face interne des
parois de nature chitineuse (12, 23).

II est important de preciser que ce double cloisonnement separe et
repartit au hasard dans les gametanges les noyaux initialement presents
dans l'extremite hyphale.

4. Maturation
(figure 1, 4 a—d)

Ce stade evolue en 1 h V2 environ. II comprend les principales
etapes de la gametogenese telle qu'elle a ete decrite par Hatch (12)
chez A. arbusculus. Notre description concernera essentiellement le de-
veloppement d'A. macroyynus.
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a) Etape de la granulation uniforme
(«granular stage» de Hatch)

Les granules lipidiques sont repartis de maniere homogene dans le
cytoplasme des gametanges (figures 1, 4 a, et figure 1, I, de Ghodat
et T u r i a n [6]). 11 en est de meme des mitochondries, visibles sur les
bords des gametanges observes en coupe optique, au contraste de phase.
Dans les preparations colorees au bleu de toluidine, on distingue en
outre des corpuscules metachromatiques grenats resultant de la
precipitation de substances polyphosphorees intravacuolaires (6). En fin
d'etape, on peut dejä discerner une legere teinte jaune, revelatrice de la
Synthese des Carotinoides, dans les granules lipidiques des gametanges
males.

La disjonction biochimique des tissus, achevee au stade 2 b, s'ex-
prime de la maniere la plus eloquente par la multiplication mitotique
nettement acceleree des noyaux presents dans le territoire gametangial
male comparee ä celle des noyaux repartis dans le cytoplasme du game-
tange femelle. Rappelons qu'au stade 3 (cytodierese), ces noyaux
s'etaient repartis au hasard dans les gametanges en formation; ä la fin
de la cytodierese, il devait done y avoir 4 fois plus de noyaux dans le
gametange femelle qui, chez A. rnacrogi/ims, est environ 4 fois plus
volumineux que le gametange male apical. Les denombrements effec-
tues dans des gametanges en maturation avancee (etape 4 b, voir plus
bas) ont revele une egalite du nombre moyen des noyaux males et
femelies. II est done clair que les noyaux males ont subi, des le debut du
stade de maturation, 4 fois plus de mitoses que les noyaux femelles.
Chez A. arbusculus, espece chez laquelle les volumes gametangiaux sont
moins dissemblables (femelle environ 1,5 ä 2 fois plus grosse), Hatch
a indique 2 fois plus de mitoses dans le tissu male.

La multiplication plus active des noyaux males a pour consequence
une reduction de leurs dimensions, necessaire au maintien d'une valeur
de rapport nucleoplasmique constante dans le gametange. Chez A. ma-
crogynus, leur diametre final est egal aux -deux tiers de celui des noyaux
femelles, soit 2,5 a 3 /x contre 3,5 ä 5/i pour les noyaux femelles.

Nous pouvons penser que la qualite «mitogene» differentielle des
territoires sexuels disjoints au stade 2 est en relation avec le gradient
ribonucleoproteique dejä mentionne.

Sur le plan morphologique, cette etape marque l'apparition, sur le
pourtour des gametanges, des papilles de dehiscence, au nombre de
15 2 (ä 3) sur le gametange male, de 1 ä 4 sur le gametange femelle.
Ces papilles sont formees d'un bouchon dont la nature pectique nous a
ete revelee par sa belle coloration avec le rouge de ruthenium. Le
bouchon pectique est encastre dans la membrane chitineuse (21, 23) des
gametanges, coloree en bleu vif par la coloration secondaire au bleu de
methylene.
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b) Etape des couronnes lipidiques ou des initiales gamfitiques (6)

(«gamete origin stage» de H a t c h) (figure 1, 4 b)

Les noyaux sont disposes ä la peripheric du cytoplasme, contre la
paroi gametangiale. Leur position est bien signalee, sans qu'il soit ne-
cessaire de les colorer, par les couronnes de granules lipidiques souda-

nophiles et caroteniferes (males) qui les entourent. Ces granules conte-
nant des phosphatides (6, 23) revelent des proprietes reductrices spe-
cialement accusees dans les gametanges femelles: reduction du vert
Janus en diethylsafranine rose, reduction de l'0s04 avec brunissement
correlatif, reaction plasmale de Feulgen apres fixation au HgCl2 (6).

' -W": < >*

Figure lbis

Coupe ultra-mince
d'un gametange

d'Allomyces macro-
gynus Emers., au

Stade des couronnes
lipidiques. Au centre,

nucleole (fonce)
dans le noyau

(clair) entoure des
granules lipidiques
(noirs) et des mito-

chondries (->-).
X 8000

(preparation
Dr B. Blondel)

Dans les gametanges males, leur richesse en y-carotene (7) et autres
polyenes (34) leur confere une teinte jaune orange vif.

Lors de cette etape, les noyaux exercent un effet orgcinisateur ä

l'egard des autres composants cytoplasmiques, les granules lipidiques en
particulier. Les mitochondries, plus courtes qu'aux stades precedents,
sont aussi visibles dans le cytoplasme entourant les couronnes lipidiques
(examen sur coupes optiques, au contraste de phase). L'ensemble du
noyau-organisateur et de son cytoplasme ä organites en disposition con-
centrique peut etre considere comme une initiale gametique ou energide-
gamete.

Dans le cadre de recherches en cours avec B. Blondel sur les
stades de la gametogenese d'Allomyces etudies par la microscopie elec-
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Ironique, nous venons de verifier la disposition cyto-topographique des
organites dans les gametanges au stade des couronnes lipidiques. Ces

derniers, fixes ä l'0s04 tamponne (pH 6,3), deshydrates ä 1'acetone et
inclus dans le polyester selon Kellenberger, Schwab et Ryter
(Experientia 12, 421, 1956), ont ete debites en coupes de 200 Ä et
observes au microscope electronique (RCA type EMU 2 D).

La figure 1D1S illustre une coupe traversant une portion de game-
tange au niveau d'un energide-gamete. Elle montre clairement la position

reciproque des organites entourant le noyau: les granules lipidiques
osmiophiles, disposes en couronne sur le pourtour de ce dernier, et les
mitochondries, identifiables ä leurs membranes internes (cristae), dis-
persees au-dela, dans le cytoplasme.

Les couronnes lipidiques, bien mises en evidence par coloration
avec un agent chimique reductible tel que l'0s04 du fixateur de
C h a m p y nous ont servi de critere de presence des noyaux, plus dif-
ficilement reperables. II nous a ainsi ete facile de proceder ä des de-
nombrements de noyaux dans les gametanges. En choisissant les couples
standards (les plus nombreux lors de la differenciation en solution
hypotonique: gametanges femelles 3 ä 4 fois plus longs que les males),
nous avons pu denombrer une moyenne de 35 + 5 gametes tant dans les
femelles que dans les gametanges males.

Cette etape des couronnes lipidiques represente un etat d'attente
pour les gametanges differences sur milieu solide et sec. Get etat peut
se prolonger jusqu'ä l'autolyse et la mort des gametanges, si ces derniers
ne sont pas mis au contact de 1'humidite indispensable ä la poursuite de
leur gametogenese. Mais il suffit de plonger dans une goutte d'eau (sur
lame, en chambre humide) les couples de gametanges trapus obtenus
sur milieu d'E m e r s o n pour pouvoir assister, en l'espace d'une heure,
aux etapes finales (c et d) de la morphogenese sexuelle. Par contre, il
est clair que les gametanges obtenus par la methode rapide, en milieu
liquide hypotonique, ne presentent pas cet arret de developpement.

c) Etape du elivage des energides-gami'tes
(«disappearance and cleavage stages» de H a t c h)

(figure 1, 4 c)

Des l'instant oü des gametanges preleves sur milieu solide sont plon-
ges dans l'eau, leurs couronnes lipidiques se disloquent et les noyaux
gagnent la profondeur du cytoplasme gametangial. On assiste ainsi ä la
disparition (d'oü la distinction par Hatch d'un «disappearance stage»)
des initiales gametiques. De plus, les mitochondries ne sont plus visibles,
ce que Ritchie (23), dans les zoosporanges, et nous-memes, dans les
gametanges, avons pu verifier.

Mais selon nos observations, cette disparition des couronnes
lipidiques (dispersion des granules) est contemporaine de la progression,
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ä partir de la grande vacuole centrale, des sillons de clivage centrifuges
qui commencent ä decouper le cytoplasme gametangial en unites game-
tiques (figure 2). II nous est done apparu plus rationnel de fusionner
les deux Stades de Hatch, le fait essentiel de l'elape globale resultante
elant l'imbibition et l'extension du Systeme vacuolaire sous forme de
sillons de clivage.

Ces sillons progressent dans un cytoplasme devenu entre temps
tres fortement basophile. Cette basophilic, telle que la revele une
coloration au bleu de toluidine (pH 3,5) apres fixation a l'alcool-formol, est

nettement plus accusee dans les gametanges femelles d'.4. macrogynus.
Cela se verifie encore plus aisement lorsque la matiere basophile, en se

concentrant, forme des corps paranucleaires (voir plus has) beaucoup
plus gros dans les gametes femelles que dans les males (28) 1.

1II nous a ete possible d'evaluer que le gametange femelle sous-apical d'Allomyces

macrogynus contient environ 2 fois plus d'acide ribonucleique dans l'ensemble
de ses corps paranucleaires que le gametange mäle apical. Nos mesures ont en effet
montre que le corps paranucleaire femelle est env. 2 fois plus epais que le meme
organite male. Le volume du corps paranucleaire femelle est done 8 fois (23) plus
important que celui du mäle. Par contre, le rapport des volumes gametangiaux n'est,
en moyenne, que de 4 :1 en faveur de la femelle (ä nombre egal de gametes, c'est-ä-
dire de corps paranucleaires). II est done clair, qu'ä volume egal, et en admettant un
degre egal de condensation de la substance basophile dans les organites des deux

sexes, le gametange femelle est 2 fois plus riche en acide ribonucleique que le gametange

male.
Les memes calculs, bases sur les mesures de Hatch (12), nous ont donne un

rapport d'acide ribonucleique de 1,5 :1 en faveur du gametange femelle apical chez

Allomyces arbusculus.

Couples de gametanges d'Allomyces
macrogynus. Stade du clivage des ener-
gides-gametes. Fixation au C h a m p y,
coloration ä la fuchsine acide selon
Altmann-Benda. Mitochondries et
granules lipido-phosphatidiques sont
confondus dans la preparation (colora¬

tion rouge fonce) X 716

Figure 2
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Le fait que cette basophilic accrue du gametange femelle se re-
trouve aussi chez l'espece hypogyne, A. arbusculus, nous a conduit ä
postuler l'existence, des le Stade de disjonction tissulaire (chimiodiffe-
renciation, voir 2 b), d'un gradient ribonucleoproteique dans l'extremite
hyphale en voie de differenciation. Ce gradient serait inverse selon
l'espece, epigyne ou hypogyne d'Allomyces.

La matiere basophile se concentre toujours plus fortement autour
des noyaux et les sillons de clivage qui separent les energides repar-
tissent egalement cette matiere basophile entre les futurs gametes
(figure 3). Rappelons ici que ce processus de clivage peut etre per-
lurbe par divers agents physiques (temperature, etc.) et chimiques,
en particulier par l'acide borique; celui-ci pourrait complexer l'acide
ribonucleique (ponts tetraboriques sur les o-dihydroxyles) et perturber
ainsi la progression normale des sillons de clivage au travers de la
matiere basophile. Cette action de l'acide borique a pour effet de produire

la liberation de gametes geants contenant la matiere basophile de plu-
sieurs unites gametiques (30).

Dans les conditions normales, la matiere basophile est egalement
repartie entre les divers gametes en formation. Elle finit par se condenser

en un organite semi-lunaire, coiffant le noyau, constituant ainsi le

corps paranucleaire («nuclear cap» de Hatch [12], «food body» de

Barrett [1]), riche en acide ribonucleique (T u r i a n [28, 32]).
Hatch considerait le corps paranucleaire comme resultant de

l'agglomeration des mitochondries devenues vesiculeuses lors du stade
de clivage (12). Nos recherches nous ont conduit ä une tout autre
interpretation des faits: la «disparition» des mitochondries au debut du
clivage cytoplasmique (voir plus haut) n'est qu'apparente; eile est due ä

une perte momentanee de chromaticite de ces organites ä l'egard des
colorants basophiles, perte qui trouve sa contre-partie dans l'accroisse-
ment rapide de la basophilic cytoplasmique. Cette matiere basophile,
tout d'abord dispersee dans le cytoplasme, ne tarde pas ä se rassembler
en petits amas perinucleaires (les « mitochondries vesiculisees» de

Hatch) qui, par fusion, se confondent en un corps paranucleaire bien
organise et entoure d'une membrane double, ä l'instar du noyau (pour

Genese des corps paranucleaires basophiles dans une
portion de gametange femelle d'Allomyces macro-
gynus. Fixation de C h a m p y coloration au vert
de methyle-pyronine. GL granules lipidiques. AB

amas basophiles. N noyaux. M mitochondries

(au contraste de phase). S sillon de clivage

Figure 3

to/*s
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l'ultra-structure du corps paranucleaire, voir Turian et Kellen-
berger [35]).

Lors des processus de condensation de la matiere ribonucleo-
proteique, les mitochondries restent melees aux granules lipidiques, dans
le cytoplasme peripherique des gametes en differentiation; elles peuvent
y etre reperees par l'observation minutieuse, au contraste de phase, des

gametes formes en bordure des gametanges. II est plus etonnant que,
dans les gametes libres ou sur le point d'etre liberes, les mitochondries
aient echappe ä un observateur qualifie comme Hatch. II est vrai
qu'elles y sont encore difficiles äcolorer (encomparaisonaveccellesdes
hyphes vegetatifs) et qu'il a fallu le microscope ä contraste de phase
pour nous donner le premier indice serieux d'une separation spatiale
entre mitochondries et corps paranucleaire, notion definitivement
confirmee par l'examen des coupes ultra-minces de gametes au microscope
electronique (35).

II ressort de ces donnees nouvelles qu'une relation d'echanges reci-
proques de matieres basophiles (acide ribonucleique en particulier)
entre mitochondries et corps paranucleaire est done tres vraisemblable.
Cette notion est renforcee par l'examen des hyphes de germination des

jeunes plantules, dans lesquels la matiere basophile s'est completement
dispersee dans un cytoplasme riche en gros chondriosomes aisement
colorables (vert Janus et autres colorants basiques).

Mais il ne faut pas non plus perdre de vue le röle eventuel du

noyau, en particulier du nucleole, dans la genese de la matiere basophile

paranucleaire, car lä aussi des relations de reciprocity se font
jour: noyaux et surtout nucleoles nettement plus volumineux et
colorables (basophilic) dans les hyphes en croissance active que dans les

gametes exhibant leur corps paranucleaire basophile.
La fin des processus de clivage est marquee par les premiers mou-

vements autonomes des gametes mürs dans les gametanges. Ces gametes
se voient dotes d'un flagelle d'origine cytoplasmique.

d) Etape de liberation gam£tique
(figure 1, 4 d)

Elle a ete decrite avec beaucoup de details par Hatch chez
A. arbusculus (12) et bien illustree par Emerson chez A. macro-
gynus (10).

Cette liberation debute par la gelification-dissolution du bouchon
pectique des diverses papilles d'emergence, suivie de la sortie des
gametes qui se bousculent et se pressent autour des orifices ainsi menages
dans les gametanges.

Nous avons observe, comme Hatch chez A. arbusculus, que les

gametanges males d'.4. macrogynus sont souvent les premiers ä dechar-
ger leurs gametes (legere protandrie). Toutefois, leur plus grande sen-
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sibilite ä l'egard de la moindre influence externe nocive (variation
brusque de la temperature, lumiere [25], changement de pH, impuretes
chimiques, etc.), de meme que le vieillissement de la culture gameto-
phytique utilisee (cas du prelevement des gametanges sur milieu solide
d'E m e r s o n), suffisent ä determiner chez eux un retard voire une
inhibition de la liberation.

La copulation des gametes intervient rapidement, an plus tard dans
les 30 minutes qui suivent leur liberation. A la suite de K n i e p (13, 14),
de S ö r g e 1 (25), d'E m e r s o n (8), nous avons observe le frequent
developpement parthenogenetique des gametes femelles non fecondes.
Par contre, aucun cas d'ephebogenese n'a pu etre releve (ä l'exception
d'un gamete male geant provenant d'une liberation en milieu borique!).
Nous avons ete tente de mettre en relation la capacite de developpement
parthenogenetique des gametes femelles avec leur plus grande richesse
en acide ribonucleique paranucleaire (31). Cet acide joue en effet un
role primordial lors de la germination des zygotes d'Altomyces (29).

B. Morphogenese sexuelle en conditions de contrainte experimentale

Nous avons cherche ä influencer le cours de la morphogenese, en
exposant les hyphes gametophytiques indifferencies (stade 1) ä Taction
de divers agents chimiques choisis parmi les inhibiteurs connus du
metabolisme ou parmi les substances ä forte activite biologique.

Ces agents chimiques ont ete incorpores, ä la concentration desiree,
ä la solution hypotonique de M a c h 1 i s (voir A), distribute ä raison de
5 ml dans de petits cristallisoirs ä couvercle. Chaque cristallisoir a recu
une touffe d'hyphes indifferencies preleves sur une jeune culture ga-
metophytique ägee de 5 ä 6 jours au maximum. Un cristallisoir a tou-
jours ete reserve comme temoin pour controler la qualite morphogene
des hyphes utilises lors de chaque serie d'essais.

Pour les courts delais d'observation (12 ä 18heures), nous n'avons
pas pris de precautions speciales de sterilite, l'etat du mycelium temoin
servant de critere. Par contre, pour des delais atteignant et depassant
24 heures, nous avons utilise de la solution hypotonique sterile. La
marche plus ou moins rapide de la morphogenese en presence des
diverses substances etudiees a pu etre aisement controlee en placant, ä
intervallesreguliers, les cristallisoirs sous l'ob jectif faible du microscope.
Nous avons ainsi pu stopper le developpement des gametanges ä leurs
differents Stades en vue de leur fixation et coloration.

Sur la base de leur action sur la morphogenese sexuelle chez Alto-
myces, les agents etudies se sont ranges en deux groupes principaux:
1. les inhibiteurs et 2. les modificateurs de la morphogenese.

Les inhibiteurs n'ont provoque qu'un simple blocage des processus
de differenciation, accompagne uniquement de lesions d'ordre cyto-
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pathologique. Ces agents doivent done exercer une action toxique pri-
maire sur les processus de la disjonction tissulaire, de la chimiodifferen-
ciation en particulier, eventuellement aussi de la cytodierese.

Quant aux modificateurs, leur action toxique s'exerce d'une maniere
plus graduelle, en fonction de leur concentration, avec effets aussi bien
morpho- que cytopathologiques. Leur action morphogenetique est la
consequence, soit (2 A) d'une modification precoce des processus de
disjonction tissulaire et/ou de cytodierese, soit (2 B) d'une perturbation des

phenomenes de maturation des gametanges formes.

1. Inhibiteurs de la disjonction tissulaire et de la cytodierese

Parmi les nombreuses substances depourvues d'effets morphogene-
tiques, ä action essentiellement cytopathologique, nous n'avons retenu
que les plus interessantes.

Figure 4

Action de l'actidione sur la differenciation sexuelle chez Allomyces. A gauche,
hyphe d'A. macrogynus «differencie» 24 h en presence de 2-10—6 d'actidione.
Noter la grosse vacuole lipidique en position subterminale. A droite, renflement
en massue d'un hyphe fertile d'A. arbusculus plonge 18 h dans 5-10—'7 d'actidione.

Comparer avec couple temoin T (18 h, sol. Mach lis). Colorations au
bleu de toluidine apres fixation au formol 10 °/o sale (NaCl). X 326

Actidione (Cycloheximide)
Cet antibiotique antifongique presente la remarquable propriete de

pouvoir transformer le mycelium sporophytique d'Allomyces en mycelium

gametophytique (36).
II s'est montre aussi toxique ä l'egard des processus de differenciation
sexuelle que pour la germination des zygotes et zoospores (inhibition
ä 10-e). En presence de 4-10—6 d'actidione, les hvphes A'A. macrogynus

sont restes steriles, meme apres 24 heures d'exposition au toxique.
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Leur cytoplasme presente une forte basophilic d'aspect homogene. II est

parseme de grosses vacuoles de nature lipidique, ainsi que le prouve
leur coloration par le Soudan III. II y a la un indice precieux quant au
mode d'action, encore mysterieux, de cet antibiotique. L'actidione pro-
voque en effet dans les hyphes d'Allomyces l'equivalent d'un pheno-
mene de lipophanerose, c'est-ä-dire de demasquage des lipides. normale-
ment fixes ä des proteines, consequence probable d'une rupture des ce-

napses lipoprotidiques.
Apres 24 heures de sejour en presence de 2 • 10—" M d'actidione,

seuls quelques apex hyphaux d'/l. mcicrogynus ont pu amorcer un debut
de differentiation, se manifestant par le renflement en massue, caracte-

ristique du Stade de disjonction tissulaire. Mais aucune cloison n'est

venue separer l'apex «male» du tissu sous-jacent (figure 4).
En presence de 10—nous n'avons pu observer que quelques couples

gametangiaux, d'apparence normale mais ä contenu indifferencie,
a basophilic homogene cernant de petites vacuoles lipidiques et les

noyaux groupes. Ces gametanges n'ont pas accompli leur maturation
(inhibition au debut stade 4 a).

II a fallu descendre ä 2,5-10—7 d'actidione pour que nous puissions
observer une evolution complete de la morphogenese avec liberation
finale de quelques gametes d'apparence normale.

A. arbusculus s'est revele un peu plus sensible ä Taction toxique de

l'actidione que l'espece epigyne. En presence de 5• 10 v (18 heures), ses

hyphes n'ont differencie que des renflements en massue, fortement
basophiles (figure 4). Avec 2,5 • 10—7, quelques gametanges bloques au
stade indifferencie (4 a).

Acide ß-indolylacetique
Cette heteroauxine, dont nous avions observe, ä 10"" M, Taction

stimulante sur la germination des zygotes d'Allomyces (29), inhibe la
differentiation des hyphes des la concentration 10—3 M. Fixes au Car-

noy et colores au bleu de toluidine, ces hyphes renfles en massue terminale

exhibent de curieux amas fortement basophiles, se detachant en

bleu violace sur un fond cytoplasmique bleu homogene (figure 5).

En presence de 10 " M d'acide /i-indolylacetique, des couples nor-
maux de gametanges se sont formes; ceux-ci ont libere des gametes qui
se sont agglutines sur le pourtour des jeunes papilles d'emergence
(l'acide /3-indolylacetique peut determiner un effet d'autoagglutination
des jeunes gametes d'Allomyces).

Hydrazide maleique
Cette molecule ä activite anti-auxinique chez les plantes superieures

(22) s'est revelee peu toxique ä l'egard des phenomenes de differentiation

chez Allomyces. En presence de 10~"2 M, des couples de gametanges
ont encore pu se former normalement. Seule leur matiere basophile
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donne l'impression d'etre inegalement dispersee dans le cytoplasme
(figure 5).

P-cIiloromercuribenzoate de Na
Cef inhibiteur notoire des groupes -SH a fait preuve d'une haute

toxicite. Aucune differenciation n'a pu etre notee en presence de
10~4 M de ce produit.

Proflavine
Cette acridine inhibe la differenciation jusqu'ä des doses voisines

de 10~5. Ce compose agit sur le cytoplasme qui presente, dans les apex
bloques et les hyphes steriles, un aspect coagule teinte en jaune.

Ions Cu+2

Sous forme de CuS04 • 5 H20, ce metal oxydo-reductible s'est montre
tres toxique, mais sans effets morphogenetiques appreciables.

En presence de 10"5 M de Cu+2, aucun signe de differenciation
n'est encore visible. Avec 10~6 M, par contre, quelques gametanges ont
libere des gametes apparemment normaux. Seuls les bouchons pectiques
exagerement gonfles et difficilement elimines ont pu constituer une
entrave ä la liberation normale de ces gametes.

Parmi les autres inhibiteurs du developpement, signalons encore:
la cysteine (2,5-10~3 Mj, le KCN (5-10^3M), le NaF (5-10~2), le 2,4-
dinitrophenol (10—3).

Avec 5 -10—4 de dinitrophenol, nous avons observe des couples de
gametanges atrophies, ne liberant que peu de gametes.

A droite, gametanges differencies
dans 10—2 M d'hydrazide maleique
(18 h). Meme preparation. X326

A gauche, en haut, hyphe d' Allo-
myces macrogynus traite 18 h par
lO-3 M d'acide /?-indolylacetique.
Noter les amas basophiles. Fixation
au C a r n o y coloration au bleu

de toluidine. X 326

Figure 5
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2 A. Modificateurs de la disjonction tissulaire
et/ou de la cytodierese

Ce sont des agents chimiques qui, ä certaines concentrations, per-
turbent precocement les processus du developpement chez Allomyces.
L'expression morphologique d'une telle action perturbatrice se manifeste

au niveau gametangial a) par la regression ou l'absence des game-
tanges males, resultat de Taction d'agents «feminisants» (gynogenes);
b) par la regression ou l'absence des gametanges femelles, action

d'agents «masculinisants» (androgenes).

a) Agents «feminisants»

Des substances, aussi differentes que les ions Mn+2 et les alcools

aliphatiques ont selectivement entrave la morphogenese des gametanges
males.

¥n+2
Ces ions ont ete introduits de preference sous forme de MnCl2 ou

de MnS<V4H20.
Avec Mn+2 ä 10^4 M, les hyphes d'A. macrogynus ou d'A. arbus-

culus traites 24 heures ont differencie des couples de gametanges nor-
maux capables de liberer des gametes mobiles.

Par contre, Mn+2 ä 10^3¥ a provoque en 24 heures chez A. macrogynus

des effets morphogenes tres marques: gametanges males
atrophies, soit en «boudins» allonges et amincis, soit en petites boules coif-
fant le gametange femelle d'apparence normale. Le cas extreme d'une
absence complete du gametange male est frequent et se manifeste par
l'apparition ä l'apex des hyphes d'un unique gametange, dont le sexe

femelle est atteste ä la fois par sa taille, l'absence de pigment jaune et le

diametre de ses couronnes lipidiques.
Dans les couples ä gametange male atrophie, on observe une

penetration «en cöne» de la cloison, souvent epaissie, ainsi que du cyto-
plasme du gametange femelle dans le volume dejä restreint du gametange

male (figure 6). Les bouchons pectiques sont frequemment
gonfles comme en presence du Cu+2 (voir plus haut). Notons enfin que
le petit gametange male presente une pigmentation jaune pale.

Chez A. arbusculus, c'est aussi le gametange male qui, malgre sa

position subapicale, est touche par Taction des ions Mn+2. C'est done la

preuve d'une action selective de ce metal sur la differenciation du tissu
male. En presence de 2-10~3M de Mn+2, de nombreux hyphes de cette

espece hypogyne n'ont differencie ä leur apex qu'un unique gametange
femelle (figure 7).

Alcools
En presence de 4 °/o d'ethanol, on observe une nette atrophie des

gametanges males, tant chez A. macrogynus que chez A. arbusculus.
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Chez les deux especes, de nombreux gametanges femelles se differen-
cient isolement par suite de l'avortement complet des gametanges males
(figure 8). La aussi Taction du toxique se revele selective et indepen-
dante de la position reciproque des gametanges differencies sur l'hyphe.

Avec 2 °/o d ethanol, des couples de gametanges normaux peuvent
se former, alors que des 6 % les hyphes se vacuolisent et aucun deve-
loppement ne se produil.

Figure 6

Gametanges d'Allomyces macrogynus
differencies en presence de 10—3 M de
Mn+2 (24 h). Observer la penetration
«en cone» du gametange femelle dans
le gametange male dejä vide. Fixation
alcool-formol, coloration bleu de tolui-

dine. X326

Le methanol est egalement toxique ä 6 %. Par contre, ses effets
morphogenes ä 4 % se sont reveles moins marquants qu'avec la meme
dose d'ethanol.

Figure 7

Action «feminisante» du Mn+2
ä 2-10 3 M (48 h) sur le ga-
metophyte A'Allomyces arbus-
culus. Gametanges males sub-
terminaux atrophies (ä
gauche) ou absents. Noter
l'epaississement de la cloison
basale d'un gametange femelle

(tout ä droite). In vivo,
X 326

Quant au n-butanol, 1 % suffit pour determiner la formation de
nombreux gametanges isoles, de caractere femelle (taille, absence de
pigmentation, couronnes lipidiques), presentant frequemment un double
ou triple cloisonnement interne supplementaire. Cette particularite se
retrouve, bien que plus rarement, en presence d'ethanol ä 4% (figure 8).

Mentionnons ici que nous n'avons pas pu obtenir d'effets morphogenes

comparables ä ceux des alcools avec le toluol (saturation aqueuse)
ou le chloroforme (1 %).
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Diphenylamine
Cet agent anticarotenogene (26), nettement feminisant lorsqu'il agit

sur des cultures gametophytiques en croissance active sur milieu solide

(33), n'a exerce qu'un faible effet sur la differenciation des hyphes
transferes en milieu liquide hypotonique.

Figure 8

Action «feminisante» de

l'ethanol ä 4 %> (18 h) sur le

gametophyte d'Allomyces ma-
crogynus. En haut, les pa-
pilles d'emergence ont pu se

former sur les gametanges
femelles isoles. En has, effets
cytopathologiques plus accen-
tues, cloisonnement supple-

mentaire des gametanges.
In vivo, X 326

Dans une solution aqueuse de diphenylamine ä V2 saturation
(environ V70000), des couples de gametanges etroits, avec gametange male

plus particulierement atrophie, ont cependant ete observes.

b) Agents «mascullnlsants»

Seul parmi les inhibiteurs experimentes, l'arsenite de Na a manifeste

une action repressive et selective sur la differenciation des

gametanges femelles. C'est avec 10 " M de NaAsO= que nous avons observe,

apres 24 heures de traitement, l'atrophie et la vacuolisation de nom-
breux gametanges femelles chez A. macrogynus. bit presence de 2-10 M

et apres 36 heures, quelques gametanges males isoles ä l'apex des

hyphes ont pu etre notes.
Chez A. arbusculus, nous avons retrouve le meme effet androgene

de l'arsenite, se manifestant parfois par la proliferation d'un deuxieme

gametange male associe lateralement au premier (2 • 10~'4 M).
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Quelques cas de differenciation simultanee, sur le meme hyphe, de
gametanges males et de sporanges de resistance, en presence de 10—4 M
d'arsenite, meritent aussi d'etre signales. En effet, S ö r g e 1 (24, 25)
avait dejä observe des cas spontanes d'une telle association d'organes
dans certaines de ses cultures d'Allomyces et avait suggere une parente
de nature entre les gametanges males et les sporanges de resistance,
normalement sporophytiques, mais capables d'apparaitre parfois sur le
gametophyte (25). Plus recemment, C a n t i n o (3 ä 5) a montre chez
Blastocladiella que la deviation metabolique qui conduit ä la differenciation

des sporanges de resistance determine aussi la formation de
thalles oranges (equivalents des gametanges males d'Allomyces). On
peut done penser que l'arsenite (un inhibiteur du cycle de Krebs)
favorise aussi cette deviation morphogene du metabolisme chez
Allomyces.

2B. Modificateurs de la maturation gametangiale
Substances capables

a) ä fortes doses de perturber les processus aboutissant ä la concen¬
tration de la matiere basophile en corps paranucleaires indepen-
dants dans les unites gametiques;

b) ä plus faibles doses, de provoquer 1'arret precoce de la maturation
du gametange femelle et sa dedifferenciation. Le gametange emet
alors un hyphe lateral vegetatif, capable de se differencier ä son
tour en un nouveau couple de gametanges, greffe sur le premier.
On assiste en fait ä une stimulation de la morphogenese sexuelle
(voir acide ribonucleique et figure 10).

Streptomycine
En presence de V10 000 ä 1l20000 de cet antibiotique, les hyphes

d A. macrogynus ont differencie, en 18 heures, de nombreux couples
de gametanges. Les gametanges males ont forme leur pigment jaune et
certains ont meme libere leurs gametes. Parcontre, plusieurs gametanges
femelles, d'apparence chetive (parois laterales paralleles), n'ont pas
müri sexuellement et ont germe en un hyphe lateral (figure 9). On peut
observer, au contraste de phase, la migration du cytoplasme femelle
dans le nouvel hyphe.

Avec /5000 ä V10 000 de streptomycine, les gametanges qui peuvent
encore se former presentent, apres fixation ä l'alcool-formol et coloration

au bleu de toluidine (ä pH 3,5), des amas basophiles irreguliers,
inegalement repartis entre des unites gametiques dont nous n'avons pasobserve la liberation. En outre, chez A. macrogynus, les gametanges
males se sont frequemment differencies en position oblique sur l'apex
des gametanges femelles.
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Enfin, en presence de V2000 ä V6000, les apex des hyphes restes
steriles contiennent de nombreux amas basophiles (voir aussi cas acide

/1-indolylacetique, figure 5).

Acide ascorbique
Tres peu toxique. En presence de V1000 de cette vitamine, A. macro-

gynus a differencie, en 24 heures, de nombreux couples de gametanges

normaux capables de liberer leurs gametes. Cependant, quelques
gametanges femelles ont prolifere lateralement. L'hyphe vegetatif s est fre-

quemment redifferencie ä son tour en un nouveau couple de

gametanges, greffe sur le premier.

Acide nucleique de levure
A la dose de V^o, cet acide nucleique (essentiellement constitue

d'acide ribonucleique) a manifeste une certaine toxicite, traduite par
l'absence de differenciation de nombreux hyphes encombres de matiere

basophile. Les couples gametangiaux, morphologiquement normaux,
presentent un contenu cytoplasmique desorganise par l'aecumulation de

gros amas basophiles inegalement distribues entre les unites gametiques.

En presence de V20000, les couples differencies en 18 heures sont

plus nombreux et l'on peut observer de nombreux cas de proliferation
laterale de nouveaux couples gametangiaux. Nous avons pu observer

jusqu'ä 3 couples unis en cyme unipare par leurs gametanges femelles

(figure 10). Dans d'autres cas, il y a dedoublement dichotomique regulier

du gametange femelle, chaque branche etant couronnee d'un game-

tange male. Enfin, l'hyphe peut aussi differencier ä son apex un verti-

Vegetatisation du gametange
femelle d'Allomyces macro-
gynus en presence de strepto-
mycine (10—i, 1 nuit). In vivo,
contraste de phase, X 667

Figure 9
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cille de 3 ä 4 couples de gametanges. Tous ces gametanges liberent des
gametes normaux.

Acide borique
Son action est tres differente selon son mode d'application. Dans

un milieu nutritif de croissance, il suffit de Ü//600 d'acide borique pourretarder la differenciation des hyphes gametophytiques (voir methode
de culture). Par contre, avec la solution hypotonique de differenciation,
il en faut M!300 ä MI 150 pour empecher la formation des gametanges.
Enfin, les etapes finales de la maturation se deroulent meme en
presence de M/20 d'acide borique (gametanges preleves au stade des cou-
ronnes lipidiques, sur milieu d'Emerson), mais avec les anomalies dejä

Figure 10

Proliferation laterale (cyme
unipare) des gametanges fe-
melles d 'Allomyces macro-
gynus differences 22 h en
presence de V20 000 d'acide
nucleique de levure (acide
ribonucleique). A noter que
le gametange initial (momen-
tanement dedifferencie pour
bourgeonner lateralement)
presente un developpement
retarde. Fixation ä l'alcool-
formol et coloration au bleu

de toluidine. X 667

decrites (voir p. 469 et [30]) dans les processus du clivage de la matiere
basophile.

Discussion

L'etude de revolution normale de la morphogenese sexuelle (game-
togenese) chez Allomyces nous a permis de preciser les Stades successifs
dejä decrits par Hatch (12) chez Allomyces arbusculus et de proposer
une sequence stadiale plus complete, basee sur l'examen detaille d'un
Allomyces epigyne, .4. macroyynus, et de l'espece hypogyne, A. arbusculus.

Hatch s etait en effet surtout attache ä la description des
Stades avances de la gametogenese, que nous avons groupes en un Stade
global dit de maturation, lui-meme subdivise en quatre etapes (4 a d)
Nous avons par contre fait ressortir l'importance des Stades prelimi-
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naires (1—3) de la morphogenese et plus particulierement celle d'un
Stade, ä peine distinct morphologiquement, celui de la disjonction tissu-
laire (stade 2), au cours duquel s'operent les subtils changements cyto-
physiologiques qui etablissent la determination des territoires cytoplas-
miques en vue de leur differenciation morpho-physiologique en game-
tanges sexuellement distincts. Ces changements se traduisent avant tout
par l'existence d'une polarite sexuelle — inversee selon l'espece, epigyne
ou hypogyne — dans les apex des hyphes fertiles.

De l'etude genetique des produits de l'hybridation, A. macrogynus
(epigyne, N 28 chromosomes) X A. arbusculus (hypogyne, N 16),
Emerson (9, 10) a pu conclure que l'arrangement des gametanges,
correspondant ä l'existence d'une polarite sexuelle dans les hyphes
fertiles, est controle par des genes polymeres. Un tel controle n'est done
pas simple et laisse la place it la manifestation complementaire de
propriety cytoplasmiques autonomes.

Sur le plan cytologique, nous n'avons pu confirmer l'hypothese de
Hatch (12), qui assignait aux mitochondries, en distribution quantitative

differentielle dans les apex, un role preponderant dans l'expres-
sion morphologique des sexes. Nous n'entendons cependant pas exclure
la possibilite d'une action qualitative, d'ordre physiologique, de ces
organites lors de la differenciation sexuelle chez Allomyces. Par contre,
nos observations nous ont conduit ä admettre l'existence et le role
determinant d'un gradient basophile correspondant ä la distribution
differentielle des ribonucleoproteines dans les extremites hyphales fertiles
d'Allomyces (voir p. 469). Un tel gradient serait l'expression visible
(apres coloration basique) de la polarite sexuelle fondamentale, elle-
meme controlee par le genome gametophytique de l'espece (epigyne ou
hypogyne). Les donnees recentes de la biochimie des acides nucleiques
(voir l'exeellente revue de Brächet [2]) nous autorisent ä penser
que les ribonucleoproteines, en distribution gradientielle, peuvent diriger
la Synthese de proteines specifiques et, par la meme, d'enzymes exercanI
une activite (ou un degre d'activite) differente dans les territoires
cytoplasmiques respectivement males et femelles.

Les modifications, tant morphologiques (raccourcissement) que
cytochimiques (chromaticite), des mitochondries au cours du deroule-
ment des Stades morphogenetiques, meritent d'etre retenues. Nous envi-
sageons de les etudier ä l'aide du microscope electronique.

L'etude de la morphogenese sexuelle en conditions de contrainte
experimentale nous a permis de rattacher les divers cas morphopatho-
logiques et cytopathologiques observes au cadre de la sequence stadiale
de la gametogenese normale. Elle nous a revele qu'il n'existe que peu
d'agents chimiques capables de perturber selectivement cette evolution.
Les cas de Faction «feminisante» du Mn+2, d'une part, et «masculini-
sante» de l'arsenite, d'autre part, ont specialement retenu notre atten-
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tion. En effet, ces deux agents peuvent intervenir dans le fonctionne-
ment du cycle de Krebs, le Mn+2 en tant qu'activateur metallique
de plusieurs enzymes (decarboxylases, etc., voir McElroy et Nason
[16]) l'arsenite comme inhibiteur des decarboxylations oxydatives
intervenant dans ce cycle (3). Nous pouvons done admettre, chez

Allomyces, que les substances activant le deroulement du cycle de

Krebs (Mn+2, alcools [?], etc.) peuvent exercer un effet «feminisant»
(ou inhibiteur du sexe male), alors que les substances l'inhibant (arse-
nite, Gu+2, etc.) favorisent la differenciation dans le sens male (effet
androgene). Ces donnees cadrent bien avec les faits etablis par C a n -

t i n o (3—5) chez Blastocladiella: l'arsenite provoque la formation de

sporanges de resistance au lieu de gametophytes (tendance femelle)
chez cet organisme apparente ä YAllomyces.

Nous devons enfin signaler que plusieurs substances, morphogene-
tiquement actives lorsqu'elles sont incorporees au milieu de culture du
gamelophyte, ne le sont que peu ou pas ä l'egard des hyphes vegetatifs
transferes directement dans le milieu hypotonique de M a c h 1 i s. C'est
le cas de la diphenylamine (voir p. 477) et des ions Cu+2. Parcontre, les
ions Mn L2 presentent le phenomene inverse: l'inhibition marquee de la
differenciation des gametanges males en milieu liquide ne se verifie pas
sur milieu solide (couples normaux). Mais dans ce cas, on peut incri-
miner la precipitation inevitable du Mn+2 dans le milieu solide complete
d'Emerson (forte teneur en phosphates), ce qui entraine necessaire-
menl un affaiblissement du taux actif de cet element.

Quant aux ions Cu+2, tres toxiques ä l'egard des hyphes vegetatifs
preformes (p. 474), ils ont exerce un puissant effet morphogenetique
sur le gametophyte cultive sur milieu d'Emerson contenant 2-10~s M de
Cu+2 (sulfate). Sur un tel milieu, les hyphes poussent lentement et dif-
ferencient, apres huit jours de culture, des series de gametanges termi-
naux. Parmi ces derniers, les gametanges males predominent nettement,
meles ä de nombreux sporanges de resistance conferant une teinte
brunätre la colonie gametophytique. II y a lä un bei exemple de
«deviation morphogenetique» d'organes (les sporanges de resistance) nor-
malement sporophytiques en organes gametophytiques. Nous revien-
drons sur ce cas et sur celui de l'arsenite, qui provoque la meme
deviation en milieu liquide (p. 478), lors d'une prochaine etude sur la
morphogenese sporophytique chez Allomyces.

Resume

Les aspecls morphologiques, cytologiques et cytocliimiques des

quatre Stades successifs de la morphogenese sexuelle normale ont ete
decrits chez Allomyces macrogynus (espece epigyne) et contröles chez
Allomyces arbusculus (hypogyne): Stades des hyphes indifferencies, de
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la disjonction tissulaire (avec chimiodifferenciation), de la cytodierese
et de la maturation. Ce dernier stade comprend quatre etapes de diffe-
rencialion progressive aboutissant ä la liberation des gametes.

La basophilic accrue des gametanges femelles (corps paranucleaires
plus volumineux que ceux des males) depend de l'etablissement d'un
gradient ribonucleoproteique lors de la disjonction tissulaire dans les

apex des hyphes ferliles. Ce gradient basophile est inverse selon l'arran-
gement — epigyne ou hypogyne — des gametanges.

Les mitochondries subissent des modification's morphologiques et

cvtochimiques lors de revolution morphogenetique.
La differenciation des gamelanges peut etre perlurbee aux diffe-

rents Stades de la sequence de developpement. Nous avons distingue des

agents simplement inhibiteurs de la differenciation el des agents modi-
ficateurs (morphogenes) qui agissent plus selectivement sur certains
Stades.

Parmi les inhibiteurs, l'actidione ä faibles doses a provoque l'inhi-
bition complete de la differenciation et l'accumulation de vacuoles lipi-
diques dans les hyphes steriles.

Parmi les agents modificateurs, certains ont du intervenir des la

disjonction tissulaire des hyphes plonges dans la solution hypotonique
differentiatrice: le Mn+2, les alcools et la diphenylamine (en milieu
solide) ont ainsi exerce une action «feminisante» (inhibition selective des

gametanges males), l'arsenite et le Cu+2 (milieu solide), une action
«masculinisante». D'autres substances, l'acide nucleique de levure,
l'acide borique, interviennent plus tardivement, lors de la maturation
des gametanges.

Zusammenfassung

Morphologie, Zytologie und Zytochemie der vier nacheinanderfol-
genden Stadien der normalen sexuellen Morphogenese sind bei Allo-
myces macrogynus (epigynous) beschrieben und bei Allomyces arbus-
culus (hypogynous) kontrolliert worden: undifferenzierte Hyphen,
Gewebetrennung (Chemodifferenzierung), Zytodieresis und Maturation
(Reifung). Dieses letzte Stadium besteht aus vier nacheinanderfolgenden
Differenzierungsstufen, die mit der Befreiung der Gameten enden.

Die erhöhte Basophilic der weiblichen Gametangien (Nebenkerne
umfangreicher als bei den männlichen) ist von einem ribonukleo-
proteinen Gradienten abhängig, der bei Gewebetrennung in den Spitzen
der fertilen Hyphen eingesetzt ist. Dieser basophile Gradient ist gemäß
der Ordnung — epigynous oder hypogynous — der Gametangien
umgekehrt.

Die Mitochondrien sind der morphologischen und zytochemischen
Veränderung während der morphogenetischen Entfaltung unterworfen.
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Die Gametangien-Differenzierung kann an verschiedenen Stadien
der Entwicklung gestört werden. Wir haben einfache Differenzierungs-
hemmungsfaktoren von den morphogenetischen Agenten, die mehr
selektiv auf bestimmte Stadien wirken, unterschieden.

Unter den Hemmungsfaktoren hat Actidione (cycloheximide) in
sehr verdünnten "Lösungen eine vollständige Differenzierungshemmung
und eine Anhäufung von fettigen Vakuolen in den sterilen Hyphen
hervorgerufen.

Unter den morphogenetischen Agenten sollten schon verschiedene
während der Gewebetrennung eingreifen (Hyphen eingetaucht in eine
hypotonische Differenzierungslösung nach eigener Methode): Mn+2,
Alkohole und Diphenylamine (in fester Nährlösung) haben auf diese
Weise eine «verweiblichende» Wirkung (selektive Hemmung der männlichen

Gametangienbildung), Arsenite (AsCLNa) und Cu+2 (in fester
Nährlösung) eine «vermännlichende» Tätigkeit. Andere Substanzen, wie
Hefe-Nukleinsäure und Borsäure, greifen später, während der Game-
tangienreifung, ein.

Summary

Morphological, cytological and cytochemical aspects of the 4
successive stages of the normal sexual morphogenesis have been described
in Allomyces macrogynus (epigynous) and controlled in Allomyces ar-
busculus (hypogynous): non-differentiated hyphae, tissue disjunction
(with chemodifferentiation), cytodieresis and maturation stages.
Maturation includes itself 4 steps of progressive differentiation ending in the
discharge of the gametes.

Increased basophily in the female gametangia (larger RNA nuclear
caps than in the males) is depending on the establishment of a ribo-
nucleoproteinic gradient at the tissue disjunction stage in the fertile
hyphal tips. This basophilic gradient is inverse according to the
arrangement—epigynous or hypogynous—of the gametangia.

Mitochondria undergo morphological and cytochemical modifications

during the morphogenetic evolution.
Gametangial differentiation can be disturbed at the different stages

of the developmental sequence. We have considered separately non
specific inhibitory agents and modificatory (morphogenetical) agents
which act more selectively on a special stage of the development.

Among the inhibitors, actidione (cycloheximide) at low doses has
induced complete inhibition of differentiation and accumulation of
lipid vacuoles in the hyphae.

Among the morphogenetical agents, some must have interfered
already with the tissue disjunction in the hyphae (which are dipped in
the hypotonic solution ofMachlis for quick differentiation according
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to the method described): Mn+2, alcohols and diphenyiamine (in solid
medium) have shown a "female-inducing" effect (selective inhibition of
the male gametangia), arsenite and Cu+2 (in solid medium), a "male-
inducing" effect. Other substances such as yeast nucleic acid and boric
acid have interfered later, with the gametangial maturation.

Nous remercions vivement M. le prof. F. C hod at pour les nom-
breux entretiens qu'il a bien voulu nous accorder. Ce travail est finance
par le Fonds national suisse de la Recherche scientifique, auquel va
toute notre gratitude.
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