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Complements sur la morphogenese normale et anormale
de l'Allomyces

Par Gilbert Turian

Institut de botanique generale, Universite de Geneve

Manuscrit reju le 10 septembre 1964

Des 1954, ä la suite des travaux de Kniep (1929), Hatch (1935),
Sörgel (1937) et Emerson (1941, 1955), nous avons entrepris l'etude de
la morphogenese d'un Champignon aquatique, l'Allomyces (Phycomycetes
Blastocladiales). '

Apres avoir complete l'etude descriptive de la morphogenese game-tangiale, nous avons cherche ä modifier experimentalement cette derniere
a l'aide de divers agents chimiques (Turian, 1957). De meme, la
description cytologique et cytochimique de la germination, autre phenomene
morphogenetique caracteristique (plantules bipolaires), a aussi ete suivie
d'essais de perturbation chimique (Turian, 1958). Des recherches avecle microscope electronique ont en outre permis de preciser l'aspect des-
cnptif de la morphogenese sexuelle et germinative au niveau submicros-
copique (Blondel et Turian, 1958, 1960).

Divers complements d'observation et d'experimentation, restes inedits
ou realises ces dernieres annees, ont ete mis en valeur par les resultats
de nos recentes recherches sur l'aspect biochimique de la morphogenesede l'Allomyces (Turian, 1960, 1961, 1963). Cela nous a decide a les grouperet ä les presenter dans le present travail.

Materiel et methodes

Allomyces macrogynus Emers. et Allomyces arbusculus Butl. ont ete
cultives dans des conditions deja decrites en detail (Turian, 1957). Les
modifications en seront indiquees en regard de chaque cas particulier. II
en sera de meme pour les methodes de coloration (Turian, 1958).

Les agents chimiques experimentes ont ete ajoutes soit au milieu de
culture (YpSs d'Em erson, 1941) soit ä la solution saline hypotonique de
Machlis (1953) dans laquelle les hyphes vegetatifs ont ete plonges pour1 induction de leur differenciation (Turian, 1957).

Les microphotographies ont ete realisees sur film Adox 14 avec une
camera Wild montee sur un microscope O-lux Leitz.
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Resultats

I. Differentiation des gametanges

a) Basophilie ribonucleoproteique

Sur la base d'observations d'ordre cytochimique (basophilie differen-

tielle), un gradient de synthese de l'acide ribonucleique (RNA) avait ete

postule comme etant intimement associe au phenomene de differentiation

superposee des gametanges de sexe oppose (Turian, 1957). Des dosages

chimiques ont permis de confirmer cette relation acides nucleiques-sexe

en precisant que le gametange femelle contient davantage de RNA par
unite d'acide desoxyribonucleique (DNA) ou de proteine que le gametange
male (Turian, 1962«), Ce differentiel biochimique serait la consequence
d'une synthese accrue de RNA lors de la formation des corps paranu-
cleaires ribonucleoproteiques des futurs gametes (Turian, 1963).

Figure 1

Couples de gametanges d,A.Uomyces macrogynus fixes au formol 10% neutralise et colores

au bleu de toluidine (10"ä ä pH 3,5, tampon Mcllvaine). A gauche, Stade du clivage game-

tique avec corps paranucleaires en formation

Oes donnees nouvelles nous incitent ä reproduire ci-dessus la micro-

photographie d'un couple de gametanges d'Allomyces macrogynus (epigyne)
illustrant clairement la basophilie differentielle revelee par le bleu de

toluidine au stade de la formation des corps paranucleaires (fig. 1). A

243



noter aussi la faible basophilie de l'hyphe support. Chez Allomyces arbus-
culus, nous retrouvons cette basophilie differentielle mais en position in-
versee (espece hypogyne).

b) Perturbations de la formation des corps paranucleaires

Cette formation correspondant ä une agregation de ribosomes preexis-
tants dans le cytoplasme gametangial (Blondel et Turian, 1960), ac-
compagnee d'une synthese de RNA (ribosomes supplementaires sur-
tout dans les gametanges femelles (Turian, 1963), il etait interessant de
chercher ä l'entraver ou ä la favoriser avec des agents chimiques choisis.

Nous avons deja signale les effets de l'hydrazide maleique, corps anti-
nucleique presentant des analogies avec Turacil (Biesele, 1958), inter-
ferant avec le processus d'agregation des masses basophiles en corps
paranucleaires, dans les gametanges d'apparence femelle surtout (fig. 5,
Turian, 1957).

Un autre agent antiribonucleique, le thiouracil, a provoque une nette
augmentation du nombre des gametanges males dont on sait (voir plus
haut) qu'ils sont moins riches en RNA (petits corps paranucleaires) que
leurs correspondants femelles.

La streptomycine ajoutee ä la dose de 2-10"4-10-3 ä la solution de
Machlis peut inhiber la differenciation intragametangiale d'hyphes plon-
ges dans cette solution d'antibiotique. Les gametanges formes restent en
effet immatures, avec des masses basophiles inorganisees (fig. 2). Cet effet
est peut-etre en relation avec la dedifferenciation et reprise de croissance
vegetative de gametanges femelles deja observee (fig. 9, Turian, 1957).
Concernant le mode d'action de la streptomycine, il peut etre utile de
relever que Spotts et Stanier (1961) pensent qu'elle peut s'opposer a
la fixation du RNA messager sur les ribosomes et inhiber ainsi la synthese
des proteines. Des syntheses de proteines specifiques sont certainement
necessaires lors de la differenciation des gametanges de VAllomyces. Celles-
ci seraient done plus sensibles a Faction de l'inhibiteur que la synthese
proteique de croissance (Allomyces pousse encore en presence de 10~3 de
streptomycine).

L'agent chimique le plus toxique a l'egard de la differenciation game-
tangiale s'est revele etre une acridine, la proflavine, dont on connait le
pouvoir de complexion des acides nucleiques (Biesele, 1958). A la dose
de 10"5, la proflavine a inhibe la differenciation des gametanges et, en
presence de 10~6 dans la solution saline, seuls des couples de gametanges
etroits, a matiere basophile inegalement distribuee et teintee in vivo en
jaune, ont pu se former.
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Figure 2

Couples de gametanges dCAllomyccsmacrogynus plus ou moins differencies (18 h) en presence
de streptomycine (2 • 10~4) dans la solution saline de Machlis. A gauche, Stade de «massue»

avec basophilie (b.) diffuse; ä droite, masses basophiles (m.b.) inorganisees dans les game¬
tanges (formol — bleu de toluidine)

Figure 3

Gametanges d'Allomyces macrogynus differencies en solution saline de Machlis + acide

nuclöique de levure (10~3). A gauche, dichotomie du gametange femelle; ä droite, corps
paranucleaires femelles presque formes (formol sale - bleu de toluidine)
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Par contre, parmi les agents ayant une influence favorable sur la
differentiation des gametanges, l'acide nucleique de levure (Hoffmann-La
Roche SA), a la concentration 10~3 dans la solution de Machlis, a provo (pie
non seulement des differentiations en cyme unipare (Turian, 1957) mais
aussi de curieuses dichotomies du gametange femelle (fig. 3).

c) Dedifferenciation gametangiale

Nous avons rappele plus haut (b) que la streptomycine, a certaines
concentrations (10-4 surtout), peut provoquer la germination de jeunes
gametanges femelles.

Un deuxieme cas de dedifferenciation, plus interessant encore car con-
cernant le gametange male, nous a ete presente par des cultures de
VAllomyces macrogynus sur milieu YpSs solide contenant 10~4 d'arsenite
de Na: le gametange male terminal, deja au stade de la pigmentation jaune
pale (y-carotene en bicsynthese), a tendance ä germer au traversde sa papille
pectique (fig. 4 gauche) et d'y pousser un hyphe germinatif (fig. 4droite).
Cette croissance dedifferenciatrice a ete retrouvee dans des cultures secon-
daires adaptees a2 -10~4 d'arsenite dans le milieu YpSs. Ces cas de
dedifferenciation male se superposent ä l'effet masculinisant de l'arsenite bien
que celui soit surtout notable ä des concentrations plus faibles du toxique
(Turian, 1958).

Figure 4

Dedifferenciation de gametanges males d'AUomyces macrogynus cultive 7 jours sur milieu
YpSs agarise + arsenite de Na (10-4). A gauche, debut croissance au niveau papille apicale
(fl&che); ä droite, hyphe de germination (h) dejä bien developpe et regressionpresque totale

de la pigmentation jaune (male). In vivo
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Ces exemples de retour ä l'etat vegetatif de gametanges males deja bien
differences (pigment naissant), bien qu'encore sans corps paranucleaires,
contrastent avec l'impossibilite de germination des gametes males libres

(sauf cas exceptionnels d'ephebogenese, voir II).

d) Deviations de differenciation (metaplasie)

La croissance d'AUomyces en milieu synthetique liquide de Machlis en-

richi en ions Cu (10_4M) provoque, avec le brunissement des parois au
niveau des fausses-cloisons, une intense proliferation de rhizoides au tra-
vers des parois hyphales (fig. 5). D'autres effets morphogenes du Cu+4

(4-10~3M) ont dejä ete decrits (sporanges de resistance gametophytiques
en milieu solide, Turian, 1958; Cantino et Turian, 1959). Les doses

subtoxiques d'ions Mn provoquent aussi un epaississement des parois de

YAllomyces (Turian, 1957).

Figure 5

Croissance vegetative d'AUomyces macrogynus (sporophyte, 10 j.) en milieu liquide synthetique

de Machlis + Cu++ (10~4M, sous forme de CuS04-5 HaO). A gauche, «verticilles» de

rhizoides au niveau de zones hyphales brunies; ä droite, proliferation rhizoidale (rh.) au
travers de la paroi hyphale. In vivo

La carence en N (suppression du phosphate d'ammonium) du milieu
synthetique de Machlis conduit, sur un mycelium peu developpe, ä une
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differenciation apicale de sporanges de resistance gametophytiques en
place des couples de gametanges (fig. 6a).

La carence partielle en C (asparagine 0,005 M comme double source de
C et N) du milieu de Machlis determine aussi la formation apicale de
sporanges de resistance surmontant un unique gametange de sexe incer-
tain (femelle d'apres absence de pigment et taille des cellules), parfois
insere lateralement sur l'hyphe (fig. 6b).

Figure 6

Effets morphogenes de carence chez VAllomyces macrogynus. A gauche (a), carence en N,
sporange de resistance apical (S.r.) sur gamötophyte cultive 12 jours en milieu de Machlis

-^)* A droite (b), d^ficience en C, sporanges de resistance (S.r.) surmontant des
gametanges (G) probablement femelies. Gametophyte de 12 jours sur milieu de Machlis avec

asparagine 0,005 M. In vivo

II. Germination des zygotes

Elle s amorce exterieurement par un leger gonflement des zygotes prea-
lablement arrondis (secretion paroi rigide), suivi de l'emission d'un rhi-
zoide (au pole flagellaire, voir Turian, 1962j). Interieurement, la
germination est caracterisee par la disintegration du corps paranucleaire
(fusion male et femelle) se traduisant par l'invasion ribosomique du hyalo-
plasme peripherique (Turian, 1956, 1962c).

Nous avons dejä signale l'accumulation frappante des mitochondries
au point d'emission du rhizoide, suivie de leur penetration dans le jeune
organe anuclee (Turian, 1958). Ces mitochondries peuvent etre rendues
plus visibles au microscope optique par un traitement avec le reactif de
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Figure 7

Aspects structuraux et ultrastructuraux de la jeune plantule (Stade unipolaire)
dfAllomyces macrogynus

Au centre, microscopie optique apres fixation aux vapeurs osmiques et reaction de Nadi:
mitocbondries (m) ä la base rhizoidale (rh) et noyau (n) dans le corps de la plantule du haut.
A droite, coupe «historique» (1956) dans le methacrylate (apres fixation Os04) et vue cyto-
topographique de la plantule au microscope electronique; accumulation de mitochondries
(m) ä la base et dans le rhizoide; quelques granules lipidiques (1) residuels (digestion ger-

minative) dans le corps de la plantule
Image de fond, coupe ultrafine dans le polyester (apres fixation osmique), ä fort grossisse-
ment du microscope electronique. Portion du noyau (n) dans le corps plantulaire; Systeme
vesiculaire (v) entre noyau et mitochondries (m); paroi polysaccharidique (p) a la base du

rhizoide. Fleche direction de la croissance rhizoidale

Nadi (30 min) selon Bautz (1956), apres legere fixation aux vapeurs
d'0s04 (fig. 7, centre).

L'aspect cyto-topographique de cette localisation mitochondrienne est

encore plus evident par observation de coupes ultraminces de plantules
au microscope electronique (fig. 7, gauche et droite).
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Cette accumulation de mitochondries au pole rhizoidal de la jeune plan-
tule d'Allomyces correspond-elle a une redistribution de ces organites ou
a leur multiplication des les premiers signes de la germination Le fort
developpement du Systeme des vesicules aplaties et arrondies ressemblant
ä un Systeme de Golgi dans les plantules (Blondel et Turian, 1960)
pourrait etre en relation morphogenetique causale avec l'accroissement
localise de la population mitochondrienne (pour les relations vesicules de
Golgi-mitochondries, voir expose des donnees recentes dans Frey-Wyss-
ling, 1964). II parait significatif d'observer que le developpement vesicu-
laire de type Golgien est interpose entre le noyau, reste assez central, de
la plantule et la zone de densite maxima en mitochondries de tailles
diverses ä l'entree du jeune rhizoide (fig. 8).

Du point de vue fonctionnel, on peut penser que la concentration des
mitochondries ä l'entree du rhizoide est en rapport avec les besoins accrus
en energie d'origine respiratoire requis pour la reprise des syntheses de
proteines en ce pole germinatoire initial de la plantule A'Allomyces. Un
second pole germinatoire s'organisera 30 min a 1 h plus tard, egalement
avec une accumulation locale de mitochondries, lorsque l'hyphe de
germination fera son apparition au pole oppose de la plantule desormais
bipolaire (figures in Emerson, 1955; Turian, 1958, 1962&).

La complete disintegration du corps paranucleaire n'est apparemment
pas necessaire pour la germination du rhizoide de VAllomyces ainsi que les
effets de traitement des zygotes a la cysteine (2,5—5,0 mM), au rnolybdatc
de Na (0,5 mM) ou au nitrate de Lanthane (0,5 mM) l'ont deja montre
(fig. 1, Turian, 1958). En presence de NaF (5,0mM), les rhizoides restent
tres minces et s'allongent considerablement. Quant au 2,4-dinitrophenol,
il bloque la croissance hyphale ä 10-3 mais ne s'oppose pas a la formation
des rhizoides. Nous en avions conclu (1958), qu'independamment de l'ac-
cumulation des mitochondries et de sa signification pour l'energetique au
pole rhizoidal, la plantule devait contenir des reserves organo-phosphorees
lui permettant d'assurer un minimum de syntheses proteiques meme en
presence d'inhibiteurs metaboliques. Seuls des inhibiteurs drastiques et
agissant directement sur des macromolecules essentielles des zygotes les
empechent de germer. C'est le cas avec les acridines (acriflavine, proflavine),

un alcaloide, la berberine (10-4), provoquant l'avortement premature
des rares rhizoides, un antibiotique antifongique, l'actidione(5-10~6).

D'autre part, des zygotes transferes de la solution saline en solution
d'acide borique M/20 neutralisee germent avec un rhizoide si epais qu'il
ressemble a un hyphe anuclee (fig. 9). II sera interessant d'en examiner
l'aspect ultrastructural des mitochondries.

En revanche, des gametes femelles germes parthenogenetiquement en
presence d'acide borique M/30 (suite a l'effet anticopulant de H3BOs,
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Figure 8

Vue schematique, au microscope electromque, d'une coupe ultrafine de jeune plantule
Öl Allomyces macrogynus (fixation 0s04 tamponne, inclusion polyester) accumulation de

mitochondries (m) au pole rhizoidal et dans le jeune rhizoide lui merae, Systeme de vesicules

(v) arrondies ou aplaties et superposees en type Golgien, mterpose entre le noyau (n) et la

zone mitochondrienne. Nombreuses petites vesicules (precurseurs mitochondries dans

l'apex rhizoidal

Turian, 1954), puis transferes en solution d'extrait de levure (Difco)
0,1%, forment de jolies plantules gametophytiques differenciant prema-
turement leurs couples de gametanges normaux, selon un processus de

dichotomie reguliere (fig. 10).

Enfin, un cas plus particulier a ete observe lors de ces essais de germination

de gametes d'Allomyces macrogynus liberes dans H3B03 M/30 et dont
une goutte de suspension a ete mcubee 24 h sur lame sterile en chambre
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humide, dans une goutte d'extrait de levure (Difco) ä 0,1%. En effet,
nous avons eu la surprise d'observer au microscope qu'un petit gamete
ayant toutes les caracteristiques males, soit petit noyau et globules lipi-
diques tous jaune or, avait reussi ä germer (fig. 11). Cette plantule ne s'est
cependant pas developpee au-delä du stade unipolaire (rhizoide). Par la
suite, nous avons retrouve d'autres gametes a lipides jaune vif mais plus
gros et contenant soit plusieurs noyaux soit un seul (fusion et resultant
par consequent du clivage intragametangial incomplet provoque par le
traitement borique (voir Turian, 1958). Ces gametes males geants etaient
aussi porteurs d'un (noyaux fusionnes) ou plusieurs rhizoides ramifies. II
semble done bien que la combinaison d'un pretraitement anticlivage et
anticopulateur ä l'acide borique, suivi d'une incubation des gametes fibres,
males et femelles, en solution d'extrait de levure diluee, ait permis l'in-
duction (ou la derepression) du pouvoir germinatoire chez des gametes
males. II s'agirait ainsi du premier cas d'ephebogenese chez 1'Allomyces,
contrastant avec sa Parthenogenese, deja bien connue (Emerson, 1955)
et relativement frequente.

Figure 9

Rhizoides (rh.) pseudo-hyphaux ou avec vesicule (v.) basale issus de zygotes A'Allomyces
macrogynus germ&s en presence d'aeide borique M/20 neutralise. Formol-bleu de toluidine
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Figure 10

Differenciation prematuree des couples de gametanges (G.) sur jeune gametophyte d'Allo-
myces macrogynus issu de la germination parthenogenetique d'un gamete femelle en solution

borique et transfere (48 h) en solution diluee d'extrait de levure. In vivo

Germination d'un gam(Mo male (ephebogenese) d'Allomyces macrogynus libere dans l'acide
borique M/30 et transfere pour 24 h entre lame et lamelle dans une solution diluee sterile

d'extrait de levure
Dessin apres legere coloration vitale au bleu de methylene: noyau (N.) ä corps central

bleute, globules lipidiques (gl. 1.) jaune vif et rhizoide (rh.) grele
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Discussion

Les effets morphogenetiques decrits ci-dessus, bien que divers en appa-
rence, paraissent cependant avoir un point commun important au niveau
du metabolisme et de la fonction des acides nucleiques. En effet, chez
VAllomyces (et les autres Blastocladiales ainsi que de nombreuses Chy-
trides), l'evenement cytomorphologique et cytophysiologique marquant
de la differenciation gametangiale (et zoosporangiale) et de la dedifferen-
ciation et redifferenciation germinatives est represente par la formation
et la desintegration du corps paranucleaire ribonucleoproteique (Turian,
1955), veritable«sac äribosomes»enserrantlenoyau (Blondelet Turian,
1960). On pouvait done s'attendre ä ce que toute perturbation de sa
formation dans les gametanges (agregation ribosomique et neosynthese
ribonucleique) ou sa desintegration ä la germination (prelude ä la reprise
des syntheses proteiques) derange le cours normal de la morphogenese du
Champignon. Les cas decrits de l'hydrazide maleique, de la streptomycine
ou de la proflavine sont significatifs ä cet egard.

Recemment, le corps paranucleaire et les autres organites des zoospores
de Blastocladiella ont ete bien etudies ä l'aide du microscope electronique
(Cantino et coll., 1963). Les corps paranucleaires ont pu etre isoles a
partir de denses suspensions de zoospores et leurs ribosomes soumis a des
analyses detaillees (Lovett, 1963). Chez Blastocladiella, la germination
des zoospores s'accompagne comme chez Allomyces d'une desintegration
du corps paranucleaire avec migration ribosomique et reprise des
syntheses proteiques. La premiere phase des syntheses proteiques, celle re-
quise pour la formation des rhizoides, ne serait pas sensible a l'actino-
mycine (Lovett, 1964), un inhibiteur de la formation du RNA messager
(Reich et coll., 1962).

Par contraste avec le cas des gametes femelies de VAllomyces, souvent
capables de germer parthenogenetiquement (Emerson, 1955; Turian,
1958), la question se pose de savoir ce qui s'oppose ä la germination des
gametes males (ephebogenese), en l'absence de leur participation ä la fecon-
dation. Leur deficience mitochondrienne de fonctionnement du cycle de
Krebs (Turian, 1960), par consequent leur carence partielle de source
energetique d'origine oxydative, associee a leur reserve reduite en
ribosomes paranucleaires (Turian, 1963), pourrait en rendre compte. Les
cas exceptionnels de germination male que nous avons observes (p. 253)
pourraient dependre d'une intervention particuliere de l'acide borique
au niveau du Systeme de synthese des proteines prealable a Taction favorable

de quelque substance presente dans l'extrait de levure dilue. Nous
avons en outre note que Teffet de masse (gametes geants par defaut de
clivage) accroit les chances d'une germination male. Cette observation va
dans le sens de celle montrant que des gametanges males en voie de dif-
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ferenciation peuvent, dans certaines conditions (effet de l'arsenite, p. 246),
faire retour a l'etat vegetatif et pousser un hyphe de germination. Du
point de vue du metabolisme, il n'est pas non plus exclu qu'un certain
degre d'anaerobiose, realise soit par Taction de l'arsenite (agent anti-
decarboxylation oxydative) dans le cas des gametanges, soit par le main-
tien prolonge des gametes males sous lamelle sterile avant leur observation
au microscope, n'ait stimule l'alternative fermentaire (par anti-effet
Pasteur), deja effective dans ce sexe surtout (Turian, 1960), elevant ainsi
l'energie produite par cette source glycolytique jusqu'a un niveau compatible

avec la reprise des syntheses proteiques vegetatives.

Nous remercions Mlle E. Zimmerman de son aide technique et le
Fonds national de la Recherche scientifique de son appui financier.

Summary

A microphotographic confirmation of the higher level of basophilia in
the female gametangium (nuclear cap formation stage) of Allomyces ma-
crogynus is given.

Substances interferring with the RNAprotein nuclear cap formation
and/or sex differentiation have been studied: ribonucleic acid base analogues,

maleic hydrazide and thiouracil; streptomycin; proflavin. Yeast
nucleic acid can induce a dichotomy of the female gametangium.

Dedifferentiation of the gametangia followed by hyphal growth has
been obtained for the female gametangium with streptomycin and for the
male gametangium with arsenite treatment.

Growth in the presence of high concentrations of Cu ions can lead to
a proliferation of rhizoids from the hyphae (with local browning and
thickening of the hyphal walls), while a deficiency in either N or C source
induced resistant sporangia formation on the thin gametophytic growth
obtained.

Germination of the zygotes is characterized both by the disintegration
of the ribosomic nuclear cap (male and female previously united) and a
progressive accumulation of mitochondria at the pole of rhizoidal growth.
A vesiculous, Golgi-like system is well developed in the cytoplasm situated

between the nucleus and the mitochondria-rich entrance of the rhi-
zoid.

A few chemicals (1-cysteine, molybdate, lanthanium nitrate) can
prevent full disintegration of the nuclear cap without impeding short
rhizoidal growth. Acridines and actidione can fully block any sign of
germination.
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Zygotes transfered into a neutralized boric acid solution germinate
with an enlarged, pseudo-hyphal rhizoid.

Male gametes of Allomyces macrogynus liberated in a boric acid solution
and then transfered into a dilute yeast extract solution have shown, after
one day under a cover glass (sterile conditions), a few germinated (ephe-
bogenesis), among which one at least was a single gametic unit (boric acid
interferes with intra-gametangial cleavage).
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