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Indices d'un fonctionnement compensatoire
du cycle glyoxylique lors de la differenciation male

chez Allomyces et Neurospora

Par O. Turian

Institut de Botanique generale, Universite de Geneve

Manuscrit re§u le 19 novembre 1960

Nous avons recemment demontre que la souche hybride male
d'Allomyces presente une deficience de fonctionnement de son cycle de
Krebs au niveau de l'a-cetoglutarate oxydase (Turian, 1960J. Dememe,
chez Neurospora masculinise (cultures conidiogenes ä 37° C), le cycle de
Krebs est bloque au niveau de la succino-deshydrogenase (Turian,
1960b). Mais l'existence meme de telles deficiences metaboliques oblige a
admettre que, tant dans le cytoplasme ä orientation male d'Allomyces que
dans celui de Neurospora, une voie oxydative de compensation doit neces-
sairement fonctionner afin de pourvoir aux besoins accrus d'energie requis
par les biosyntheses associees ä la morphogenese des organes males dont la
caracteristique biologique essentielle est d'etre le siege d'une multiplication

nucleaire acceleree.

Notre observation anterieure selon laquelle l'acetate fourni comme
seule source de carbone ä des cultures bisexuees d'Allomyces macrogynus
tendait a les masculiniser (ad 70% males; Turian, 1958) nous a livre le
premier indice en faveur de l'existence d'une teile voie compensatoire. On
sait, en effet, que le metabolisme de l'acetate peut emprunter des voies
evitant le cycle de Krebs, en particulier par l'intermediaire de l'acide
glyoxylique (cycle glyoxylique de Kornberg-Krebs, 1957).

Nous avons pu confirmer l'effet masculinisant de l'acetate chez
Allomyces en observant une faible reversion de la souche hybride femelle
(A. macrogynus x A. arhuscula du Prof. R. Emerson, 1955) cultivee 12 j.
sur milieu synthetique agarise de Machlis (1953) additionne d'acetate,ä
0,5% comme source de C. Nous avons note une accentuation de l'effet a
la suite de subcultures successives d'Allomyces en presence d'acetate: De
plus et fait significatif, Taction androgene de l'acetate est considerable-
ment renforcee en presence de traces de coenzyme A (CoA) ajoute apres
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filtration sterile. Aucun effet notoire n'a ete releve avec le meme milieu
synthetique glucose 0,5% additionne de CoA. Seule 1'introduction du
couple glycine - acide folique a provoque une reversion masculine de la
souche femelle d'Allomyces cultivee sur milieu glucose. Cette derniere
observation revet toutefois une importance particuliere pour l'interpretation
des voies du metabolisme morphogene initie par l'acetate et aboutissant
aux acides nucleiques en passant par le glyoxylate et la glycine (voir fig. 1).

Nous avons en effet observe une incorporation de la glycine-2-C14 dans
l'acide desoxyribonucleique (ADN) d'Allomyces (Cantino et Turian,
1960) et l'effet androgene de l'acide folique peut s'expliquer par son role
connu de cofacteur dans cette biosynthese.

Voici un resume de l'ensemble de ces resultats, obtenus par denom-
brement microscopique de plusieurs series de cultures (moyenne de 4

tubes par serie):

Souche Allomyces femelle (98 %) Proportion
sur milieu synthetique de Machlis agarise (2%, lave) gametanges

males

+ glucose 0,5% 2%
4- glucose 0,5% + CoA 5.10-5 M 2-5%
+ acetate Na 0,5% 25%

+ acetate Na 0,5% + CoA 5.10-5 M 40%

+ glucose 0,5% + glycine 10-2 M 20-25%
+ glucose 0,5% + glycine 10~2 M -f- acide folique1 10-5 M 40%

1 Sterilise par filtration sur Berkefeld, a l'abri de la lumiere.

En presence d'acetate — CoA ou de glycine — acide folique, nous avons
frequemment observe des chainettes de gametanges males (2-6 males

successifs).

Les memes effets mascubnisants ont ete verifies avec la souche
normale, bisexuee d'Allomyces arbuscula ou le sex-ratio moyen de 1 : 1 (50%
males sur milieu glucose est passe ä plus de 4 : 1 (80 % males) en presence
de glycine et acide folique ou sur milieu acetate — CoA. Rappelons que
nous avions signale des rapports de cet ordre (plus de 80% males) avec
Allomyces macrogynus ou A. arbuscula cultives sur milieu glucose enrichi
de thymine (Turian, 1958). La aussi la relation de ces metabolites mor-
phogenes avec le metabolisme des acides nucleiques dans ses rapports avec
la differenciation sexuelle transparait ä nouveau (voir discussion dans

Cantino et Turian, 1959).
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Ajoutons encore, pour completer les donnees experimentales qui
precedent, qu'un agent antifolique, la sulfanilamide, ajoutee ä 1: 10000 au
milieu glucose, tend ä feminiser les souches bisexuees d'Allomyces. Par
contre, en accord avec nos resultats sur les blocages enzymatiques
(Turian, 1960a et b), les inhibiteurs classiques du cycle de Krebs, malo-
nate 0,05 M et arsenite 10~4 M masculinisent nettement ces souches tout
en reduisant leur fertilite.

L'ensemble des resultats presentes ci-dessus, concernant l'imposition
biochimique de l'orientation de la differenciation sexuelle chez Allomyces,
suscite la question sui vanto: quelle est, dans les cultures ä masculinisation
provoquee, la nature de la voie metabolique, favorisee voire induite par
l'acetate (acetyl-CoA) et generatrice de la glycine garante de la synthese
accrue d'acide desoxyribonucleique exigee par la differenciation male
Dans les cultures ä sex-ratio normal (sur glucose), cette voie doit d'ailleurs
etre aussi l'alternative metabolique fonctionnelle dans les zones cytoplas-
miques hyphales ä lesion du cycle de Krebs genetiquement localisee
(apicale chez A. macrogynus, subapicale chez A. arbuscula, generalisee a
l'ensemble de l'apex chez les «mutants» males hybrides ou polyploides) et
vraisemblablement determinante pour leur differenciation dans le sens
male.

La Biochimie comparee nous a suggere la voie de l'acide glyoxylique
dont la formation de l'enzyme-clef, l'isocitratase, est une reponse
adaptative ä l'offre d'acetate chez les Pseudomonas (Smith et Gunsalus,
1955; Kornberg et coll., 1958). L'isocitratase a ete etudiee chez la levure
(Wong et Ajl, 1956; Barnett et Kornberg, 1960) et chez quelques
Moisissures dont Penicillium chrysogenum (Olson, 1954) et un Phycomy-
cete aquatique, proche parent d'Allomyces, Blastocladiella emersonii

(McCurdy et Cantino, 1960).

Dans la premiere phase de nos recherches, nous avons procede a un
examen comparatif de l'activite isocitratasique d'homogenats d'Allomyces,

males et femelles, prepares a partir de cultures sur milieu synthetique
liquide de Machlis soit glucose, soit a l'acetate. Avec ces cultures, choi-
sies a l'age optimal (7-9 j. ä 25° C), les homogenats ont ete prepares selon
notre technique habituelle de broyage en tampon phosphates suivi de

centrifugation (Turian, 1960a et b). L'activite isocitratasique a ete esti-
mee, d'apres la technique de Kornberg et Madsen (1957), basee sur la
scission enzymatique de l'isocitrate (40 //.M dans 3,1 ml melange homoge-
nat-cysteine-MgCl2-tampon phosphates pH 7,4 selon McCurdy et
Cantino, 1960, incube 1 h. a 30° C). L'identification des produits cetoniques
formes, en particulier du glyoxylate, a ete realisee par Chromatographie
sur papier (solvant: butanol-ethanol-NH3 selon El Hawaryet Thompson,

1953) de leurs 2,4-dinitrophenylhydrazones preparees selon
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Ca vallini et Frontali (1954). Des temoins endogenes (stoppes au
temps 0 par addition d'HCl 2 N) ont toujours ete analyses simultanement.
Pour l'estimation quantitative des dinitrophenylhydrazones, les taches
jaunes (2 isomeres pour glyoxylate et pyruvate) ont ete eluees au
bicarbonate 10% et l'extinction des solutions mesuree ä 365 et 380 mu par
comparaison avec celle de concentrations connues de standards glyoxyli-
ques ou pyruviques. Pour nos buts comparatifs, les homogenats ont ete
uniformises sur la base d'une egalite de teneur en proteines, prealablement
mesuree avec le Biuret (Turian, 1960J. Nous avons generalement intro-
duit 2 mg de proteines males ou femelles dans le melange d'incubation
enzymatique.

Une nette activite isocitratasique a pu etre mise en evidence dans
tous nos homogenats d'Allomyces. Nous ne sommes pas encore en mesure
de l'exprimer en unites precises d'activite enzymatique mais, sur la base
de nos premieres estimations spectrophotometriques du glyoxylate forme,
nous pouvons dejä degager des resultats les faits essentiels, d'ordre com-
paratif: l'activite isocitratasique des homogenats de cultures sur acetate
est nettement plus forte (pres de 2 x plus de glyoxylate forme) que celle
des homogenats des cultures sur glucose. D'une maniere generale, les
homogenats males sont plus actifs que leurs correspondants femelles,
specialement avec les cultures sur glucose (mesure des acides cetoniques
totaux pour tenir compte de l'activite transaminasique particulierement
forte chez les males, voir plus bas). En presence d'acetate, la reversion
partielle des femelles, dejä signalee, doit tendre ä egaliser (dans le sens
male) l'activite isocitratasique, par ailleurs elevee, de ces cultures. II est
vrai que la faible activite de l'isocitrate deshydrogenase (mesures inedites)
dans les homogenats de cultures males sur acetate doit certainement favo-
riser, dans la cellule intacte tout au moins, la voie isocitratasique (voir fig. 1).
II est important de signaler aussi que la difference sexuelle d'activite
enzymatique est certainement plus marquee dans les cytoplasmes intacts
en voie de differentiation ou le jeu des alternatives metaboliques, au
niveau de l'isocitrate en particulier (voir fig. 1), peut se donner libre cours.
Dans les systemes d'homogenats «in vivo», une part de l'activite isocitratasique

mesuree est certainement extra-physiologique, specialement dans
les homogenats femelles ä cycle de Krebs intact, imposee qu'elle est par
l'offre artificiellement accrue de substrat isocitrate.

L'analyse chromatographique des milieux d'incubation isocitratasique
n'a pas seulement revele la presence de quantites dosables d'acide

glyoxylique mais aussi d'acide a-cetoglutarique et surtout d'acide pyru-
vique. Cette production diversifiee d'acides cetoniques trahit, par analogie
avec la meme situation recemment decrite chez Blastocladiella (McCurdy
<et Cantino, 1960), la presence et l'activite simultanee de transaminases
dans nos homogenats d'Allomyces, en particulier d'une alanine-glycine
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transaminase. Cette derniere apparait comme particulierement active
dans les extraits males (d'apres le rapport plus eleve pyruvate/glyoxylate);
eile peut y fonctionner aux depens du pool d'alanine, plus important que
dans les extraits femelles (Turian, 1960a et dosages inedits). Cette activite

transaminasique est, en outre, renforcee dans les cultures sur acetate,
ä forte activite isocitratasique generatrice de glyoxylate, ou eile se traduit
finalement par la liberation d'excedents de glycine dans les filtrats (detection

chromatographique). Ces memes filtrats contiennent, egalement, de

l'acide succinique (detection rfiromatographique), second produit de

scission de l'isocitrate (fig. 1) et bonne confirmation de la forte activite
isocitratasique des cultures sur acetate. En revanche, dans les cultures sur
glucose, on peut admettre que l'acide succinique, produit en plus faible

quantite par l'activite isocitratasique, est rapidement metabolise (active
deshydrogenase succinique, surtout chez femelle) et qu'en consequence
seuls les acides pyruvique et surtout lactique (fermentation pratiquement
homolactique d'Ingraham et Emerson, 1954) ne sont decelables dans
leurs filtrats (Turian, 1960b).

Les homogenats de Neurospora crassa (souche -f- de Baarn) presen-
tent aussi une nette activite isocitratasique, du meme ordre d'intensite que
celles mesurees en moyenne avec AUomyces. Cet Ascomycete a ete cultive
8j. sur milieu nitrate-sucrose de Westergaard et Mitchell (1947), ä

25° C pour obtenir des cultures porteuses de protoperitheces femelles, a
37° C pour produire des hyphes conidiogenes, fonctionnellement males

(pour details et fig. ainsi que recolte et homogeneisation, voir Turian,
I960,,).

Chez Neurospora, les extraits males ont montre une activite
isocitratasique 2-3 X plus elevee que les femelles. Cette activite s'est traduite

par une forte liberation de glyoxylate, substance par ailleurs dejä presente
en traces dans les conidies (6 Mg/g spores selon Owens et coll., 1958).

La mise en evidence de cette vigoureuse activite isocitratasique chez

Neurospora crassa male autorise ä penser que, in vivo, la voie glyoxylique
offre la necessaire alternative au cycle de Krebs, bio que au niveau de la
deshydrogenase succinique dans les extraits males. Elle nous permet, en

outre, de comprendre enfin la paradoxale liberation simultanee, dans les

filtrats de cultures males ä succino-deshydrogenase bloquee, d'acide
succinique et d'acide malique (Turian, 1960b): l'accumulation de l'acide
succinique est la double consequence du blocage sus-mentionne et de

l'activite isocitratasique, celle de l'acide malique est l'indice tres probable
de l'activite d'une malate synthetase devant utiliser, concurremment avec
les transaminases deja suspectees chez Neurospora (Wright, 1951),
l'acide glyoxylique d'origine isocitratasique (fig. 1).
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Glucose

Figure 1

Schema hypothetique illustrant, en conformite avec nos resultats experimentaux, les cycles
metaboliques et les voies biosynthetiques associees ä la differenciation sexuelle chez

Allomyces et Neurospora.
I cycle de Krebs. II cycle glyoxylique. deficiences enzymatiques chez Allo¬

myces (A) ou Neurospora (N). Fol. acide folique.

II ressort de nos dernieres remarques que l'acide glyoxylique peut
etre considere comme l'une des plaques tournantes du metabolisme fongi-
que, point de depart commun ä la synthese transaminative d'un important

precurseur nucleique, la glycine, et de la synthese de l'acide malique,
cette derniere completant le cycle dit glyoxylique et permettant de re-
joindre les dernieres etapes oxydatives du cycle de Krebs. II est vraisem-
blable que le cycle glyoxylique dont nous venons d'obtenir les premiers
indices de fonctionnement tant chez Allomyces que Neurospora, represente
done 1 indispensable source alternative d'energie et de precurseurs
biosynthetiques pour les territoires cytoplasmiques males, ä cycle de Krebs
fonctionnellement deficient.

Nous tenons a remercier Mlle H. Weiffenbach de son excellente
aide technique et le Fonds national suisse de la recherche scientifique de
son appui financier. Notre reconnaissance va aussi a M. le Prof. R. Emerson

pour son envoi de souches hybrides d'Allomyces.

Summary

The hybrid, female strain of Allomyces, grown on synthetic medium
with acetate as single source of C + traces of coenzyme A, partially
reverts to maleness (40%). A similar shift with same degree of male diffe-

456



rentiation is obtained in growing the female strain on the synthetic
medium with glucose as the source of C but enriched in glycine -{- folic

acid. A high degree of maleness (80-90%) is also observed in the normal,
bisexual (50 % male) strains of Allomyces macrogynus or A. arbuscula grown
on the same, acetate + CoA or glucose + glycine + folic acid, combinations.

Acetate or glycine alone are much less efficient in directing sex

differentiation towards maleness. Krebs cycle inhibitors, malonate and

arsenite favor male against female differentiation and an antifolic agent,

sulfanilamide acts rather the reverse way.

Looking for the metabolic pathways favored or induced by the sex

exogenous modifiers, we found acetate-stimulated isocitratase activity
in Allomyces. This activity, evaluated from the glyoxylate split from iso-

citrate, is higher in homogenates from acetate than from glucose-grown
molds and higher in the male - Krebs cycle deficient - than the female

extracts. The second product from isocitrate cleavage, succinic acid,

accumulates (with some lactic acid) in the filtrates from acetate-grown
cultures. The liberation of glycine in the same filtrates, combined with
observation of pyruvic acid formation in the isocitrate tests, is suggestive of
transaminase activities (alanine-glycine, etc.) in our alanine rich extracts

of Allomyces.

Isocitratase activity has also been observed in Neurospora crassa

homogenates. It is much more vigorous in the male extracts (37 C

grown, conidia-forming mycelia) than in the female ones (25 C grown,
protoperithecia-forming mycelia). Succinic acid accumulation in the male

filtrates is not only the consequence of the previously found succinic

dehydrogenase deficiency in the male organs but also of their high
isocitratase activity which, with its second cleavage product, glyoxylic acid,

provides the necessary building block for the paradoxical, simultaneous
formation and accumulation of malic acid in these Krebs cycle deficient

organs and their filtrates.

Our new data suggest that the glyoxylic acid cycle, managed by
isocitratase and predictable malate synthetase activities, may well constitute

the necessary, alternative metabolic pathway for the Krebs cycle
deficient, male differentiation in Neurospora as well as Allomyces.
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