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T e n e u r  des  g a m e t e s  m ~ l e s  et f e m e l l e s  d 'A l lo -  
myces  en ac ides  nuc l6 iques  et  c o m p o s i t i o n  
c o m p a r 6 e  d 'une  fract ion  sa l ine  de l 'ac ide  r ibo-  

nuc l6 ique  des  g a m 6 t a n g e s  

La  di f f6rencia t ion  sexuelle de la mois issure  a q u a t i q u e  
Allomyces s ' a c c o m p a g n e  de c h a n g e m e n t s  dans  I ts  rap-  
por t s  q u a n t i t a t i f s  des acides nuel6iques  ~. C 'es t  a insi  que  
la syn th~se  d ' ac ide  r ibonuc l6 ique  (RNA) pr61udant  A la 
f o r m a t i o n  des corps  pa ranuc l6a i res  basophi les  des fu tu r s  
game tes  est  n e t t e m e n t  plus  i m p o r t a n t e  darts les gam6- 
t anges  femelles 2. La  d 6 t e r m i n a t i o n  des  r a p p o r t s  R N A /  
D N A  dans  des r6coltes de gam6tanges  femelles mflrs  
et  de leurs gametes  l ibres a fourn i  des va leurs  pros de 
deux  fois plus 61ev6s q u ' a v e c  des o rganes  males  cor- 
r e s p o n d a n t s  8. I1 nous  r e s t a i t  c e p e n d a n t  X 6 tab l i r  ce t a u x  
di f f6rent ie l  sexuel  en  R N A  p a r  uni t6  nucl6aire ,  c 'es t -~-di re  
sur  une  base  cellulaire,  gam6t ique .  Cet te  i n f o r m a t i o n  sera  
pr6sent6e  dans  la p remie re  pa r t i e  de no t r e  t rava i l .  

D ' a u t r e  par t ,  nous  a v o n s  d6j~ 6tudi6 la compos i t ion  
nuc l6o t id ique  de deux  f rac t ions  de l 'ac ide  r ibonucl6 ique  
femelle ~ et  m o n t r 6  que la f r ac t ion  inso luble  dans  le NaC1 
(60% du R N A  gam6t ique)  pr6sente  u n  r a p p o r t  pu-  
r i ne s /py r imid ines  n e t t e m e n t  p lus  61ev6 (1,36) que la frac- 
t ion  soluble  (1,15). La  f r ac t ion  NaCl-soluble  6 ran t  pr6- 
d o m i n a n t e  dans  les jeunes  gam6tanges  en  voie de diff6- 
r enc i a t i on  (plus de 80% du R N A  total) ,  on  p o u v a i t  pense r  
qu 'e l le  p r6sen te ra i t  une  compos i t ion  plus  s ignif ieat ive,  
p a r  cons6quen t  diff6rentielle,  du  po in t  de vue  du d6ter-  
m in i sme  sexuel  d'Allomyces. Nous  a v o n s  donc  repr is  
l ' ana lyse  de ce t te  f r ac t ion  sal ine du R N A  d ' u n  po in t  de 
vue compara t i f ,  en  nous  ad re s san t  g de trSs jeunes  
gam6tanges  soit  males,  soi t  femelles. Les r6su l ta t s  se ron t  
pr~,sent6s dans  la seconde pa r t i e  de ce t rava i l .  

I. RNA  et DNA totaux dans Its gam~tes. Les souches  
p r a t i q u e m e n t  unisexu6es,  mhles  et  femelles,  du gam6to-  
p h y t e  d'Allomyces h y b r i d e  (A. arbusculus • A. macro- 
gynus~) on t  ~t4 cul t iv6es  soit  en  milieu s e m i - s y n t h 6 t i q u e  
l iquide agit6 G2Y (glucose-ext ra i t  de levurea) ,  g 22~ 
soi t  sur  p laques  de milieu Y p S s  Difco 6. Les gam6tanges  
mflrs sur  les boules  myc6I iennes  de 5 jours  ou les myce l ia  
des p laques  de 8-10 jours  on t  6t6 amen6s  g l ib6rer  leurs 
gamStes  dans  la so lu t ion  sal ine dilu6e de MACHLISL La  
dense  suspens ion  o b t e n u e  (apr~s 2 h en  moyenne )  a 6t6 
soumise  h u n e  cen t r i f uga t i on  mod6r6e (900-1000 g) et  le 
cu lo t  gam6t ique  remis  en  suspens ion  dans  un  vo lume  
c o n n u  de so lu t ion  t r i ch lo rac6 t ique  (10%) d o n t  une  all- 
quo te  a ~t~ pr61ev6e pou r  c o m p t a g e  des gam e t e s  5, l ' h~ma-  
cy tom~tre .  Apr~s cen t r i f uga t i on  g froid e t  g for te  vi tesse  
(10000 g), les gamStes  on t  6t6 redispers6s,  t o u t  en les 
d 6 s i n % g r a n t  p a r  r o t a t i o n  d ' u n e  b a g u e t t e  de verre,  dans  
une  so lu t ion  d ' ac ide  t r i ch lo rac6 t ique  g 10% bien refroidi ,  
p o u r  l ' e x t r a c t i o n  des bases  e t  nucl6ot ides  libres. D6grais-  
sage, hydro lyse  alcal ine diff6rentiel le  ( R N A  dans  K O H  
0 , 5 N  18 h ~ 37~ neu t ra l i sa t ion ,  p r6c ip i t a t i on  (DNA, 
prot6ines)  avec  l 'ac ide  t r i ch lorac6 t ique  (2,5%) et  ex t rac -  
t i on  s61ective du  D N A  p a r  l 'acide pe rch lo r ique  (0 ,5N 
20 m i n  g 70~ ou t  6t6 r6alis6s selon no t r e  t e c h n i q u e  
h a b i t u e l l e  ~,a c o m b i n a n t  les m6r i tes  respect i fs  des m6- 
t h o d e s  de SCHNEIDER-OGuR-SCHMIDT et  THANNHAUSER. 
F i n a l e m e n t ,  le R N A  a 6t6 dos6 c o l o r i m 6 t r i q u e m e n t  (660 
nm)  p a r  la m 6 t h o d e  A l 'o rc inol  ~,~ et  le D N A  p a r  mesure  
s p e c t r o p h o t o m 6 t r i q u e  U V  (260 nm),  d a n s  les deux  cas 
p a r  e o m p a r a i s o n  avec  des s t a n d a r d s  des  p rodu i t s  cor- 
r e s p o n d a n t s  (Sigma).  

Les va leurs  pr6sent6es  dans  le Tab leau  I c o r r e s p o n d e n t  
la m o y e n n e  de 5 d 6 t e r m i n a t i o n s  r6alis6es avec  des cul- 

t u r e s  successives.  

L a  r ichesse  des game tes  femelles en  R N A  est  en  accord  
avec  les h a u t e s  va leu r s  des r a p p o r t s  R N A / D N A  o b t e n u s  
p r 6 c 6 d e m m e n t  d a n s  les g a m 6 t a n g e s  femelles  mflrs, con-  
t e n a n t  les gros corps  pa ranuc l6a i r e s  p r6gam6t iques  3. 
Q u a n t  g la re la t ive  p a u v r e t 6  en  R N A  des gamStes  males ,  
elle se refl~te au  microscope darts la m i n c e u r  de leur  corps  
pa ranuc l6a i r e  basophi le .  De mSme, leur  p lus  fa ible  t e n e u r  
m o y e n n e  en  D N A  (guSre p lus  de 2/3 de celle des femelles) 
p o u r r a i t  b ien  ~tre en r a p p o r t  avec  le p lus  p e t i t  diam&tre 
de  leurs  n o y a u x  (2-3 # con t re  3 ,5 -4 ,5 / ,  chez la femellel0),  
lu i -m6me impos6 p a r  leur  con f inemen t ,  ~ n o m b r e  6gal, 
dans  u n  v o l u m e  c y t o p l a s m i q u e  env i ron  4 lois p lus  r6du i t  
que celui des g a m 6 t a n g e s  femelles (6galit6 n u m 6 r i q u e  
a t t e i n t e  p a r  mu l t i p l i c a t i on  s61ective des n o y a u x  pr6coce-  
m e n t  enferm6s d a n s  le p e t i t  c6nocyte  male,  au h a s a r d  des 
c lo i sonnemen t s  i n t e r g a m 6 t a n g i a u x  s 6 p a r a n t  les t e r r i to i r e s  
sexuels  sur  l ' h y p h e  fert i le d 'A .  macrogynus lo). 

I I .  Composition nucldotidique du R N A  NaC1 soluble des 
]tunes gamdtanges mdles comparde h celle des/emelles. Les 
j eunes  g a m 6 t o p h y t e s  des souches  unisexu6es  d'Allomyees 
on t  6% o b t e n u s  p a r  cu l tu re  agit6e dans  le milieu G=Y (voir  
plus  hau t ,  50 ml  p a r  f lacon de 150 ml) et  r6colt6s jus t e  au 
d 6 b u t  de la d i f f6rencia t ion  gam6tang ia l e  de leurs  apex  
h y p h a u x  (3-4 jours  A 22 ~ 

La  f r ac t ion  soluble  du  R N A  a 6t6 ex t r a i t e  t ro i s  fois g 
c h a u d  dans  une  so lu t ion  de NaC1 g 10% c o n t e n a n t  
0 ,002% de N a H C O  a g p H  7,5 n,12. Le nuc l6a te  de Na  a 
ensui te  6t6 pr6cipi t6  avec  t ro is  vo lumes  d ' 6 t h a n o l  (8 h g 
2 ~ lay6 5. l ' 6 t h a n o l  e t  s6ch6 sous vide.  Une  q u a n t i t 6  
connue  de la poudre  o b t e n u e  a 6t6 soumise  g l ' hyd ro lyse  
avec  HC1 N (1 h g 100 ~ en  ampou le  scell6e, selon la 
t e c h n i q u e  de SMITI~ e t  ~/[ARKHAM la. Les  c o m p o s a n t s  du 
R N A  ou t  6t6 f i n a l e m e n t  s6par6s p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  
un id imens ionne l l e  sur  pap ie r  W h a t m a n  N ~ 1, avec  le 
m61ange so lvan t  i sopropanol-HC1 de WYATT ~4. Bases  
pu r iques  et  nucl6ot ides  py r imid iques  o n t  6t6 localis6s 
sous lumi~re U V  ( lampe Hanov ia ) ,  d6coup6s e t  61u6s 
darts HC1 0,1N (au moins  6 h). Dans  les que lques  cas de 
s6pa ra t ion  incomple te ,  les c o m p o s a n t s  p a r t i e t l e m e n t  
superposes  on t  6t~ 61u6s e t  r e - ch romatograph i6s .  L a  lec- 
tu re  des  ex t inc t i ons  au s p e c t r o p h o t o m ~ t r e  de B e c k m a n  

Tableau I. Teneur en acides nucl~iques des gametes d'Allomyces 
(ttg. 10 -6) 

Mfiles Femelles 

RNA ~ 7,47 16,41 
DNA b 1,08 1,42 
RNA/DNA 6,9 11,6 

aAmi n ? - ~ '  = + 6,12. bAmi n ~ - - ~  = + 0,05. 
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A 250, 260 et  280 n m  a permis  l ' e s t ima t ion  q u a n t i t a t i v e  
des c o m p o s a n t s  en u t i l i san t  les coefficients d ' ex t inc t ion  
molaire donn@s par  MARKHAM 15. 

L%tab l i s sement  de courbes compl@tes d ' ab so rp t i on  UV 
pour  chaque  c o m p o s a n t  isol6 a compl6t6 son ident if ica-  
t ion pr~alable sur  la base du RI  e t  sa co-chromatograph ic  
avec des eompos~s connus.  E n  ontre,  deux  analyses  de 
contr61e de la t echn ique  avec du R N A  de levure (Sigma) 
on t  donn~ un r a p p o r t  pur ines /pyr imid ines  moyen  de 1,06 
(1,00 selon ELSON et  CHARGAFF 16) et une somme O + C 
(voir plus bas) de 50,52. 

Quat re  s6ries successives de cul tures  d'Allomyces on t  
fair l ' ob je t  de 6 analyses  de 1RNA pour  les males et  5 
analyses  pour  les femelles d o n t  les valeurs  moyennes  sont  
pr6sent@es dans  le Tableau II .  

Aucune  diff@rence tr@s significat ive n ' e s t  apparue  ent re  
la compos i t ion  nucl@otidique de la f ract ion saline du R N A  
de jeunes  gain@ranges males  e t  celle des gam@tanges 
femelles all s tade  de d6ve loppemen t  eor respondan t .  Tou t  
au plus pour ra i t -on  r emarque r  la relat ive pauvre t6  de la 
femelle en acide ad6nyl ique et  sa r ichesse en acide uri- 
dyl ique.  Ses jeunes  gam@tanges con t i ennen t  d 'ai l leurs  
deux  fois plus d 'uraci l(-uridine)  libre que les organes m~les 
co r r e spondan t s  4. 

Tableau II. Composition nucl6otidique~ compar6e du RNANaC1 soluble 
extrait des jeunes gam6tanges males et femelles d'Allomyces 

MAles Femelles 

Le r ap p o r t  pur ines /pyr imid ines  s 'es t  le plus souven t  
mont r6  plus 61ev6 dans  les gam6tanges  males  et, lors d 'une  
analyse  p o r t a n t  sur des gam6tanges  un peu plus mfirs 
(corps paranucl6aires  en organisat ion),  nous  avons  ob tenu  
une va leur  de 1,21 pour  le r a p p o r t  male cont re  1,13 seule- 
m e n t  pour  la femelle. A no te r  que ce dernier  r a p p o r t  est 
en bon  accord avec celui t rouv6 dans  des gam6tanges  
femelles analys6s par  la m@thode de s6para t ion  des 
nucl6otides sur r6sine Dowex  (1,15-1,164). 

P a r  contre,  la somme acide guanyl ique  + acide cyti-  
dyl ique  (G + C) ne diff~re pas ent re  male et  femelle et, 
c o m m e  le R N A  to ta l  de Neurospora 1~ e t  de levure (voir 
ci-dessus), le R N A  d'All0myces se range dans  la cat@gorie 

GC faible 13. 

Summary .  E s t i m a t i o n  of R N A  and  D N A  by  gamete  
in t he  unisexual  s t ra ins  of Allomyces showed the  
a m o u n t  of R N A  to be twice as m u c h  in t he  female as in 
the  male. The a m o u n t  of D N A  was only slightly,  t hough  
consis tent ly ,  h igher  in the  female. Compar ison of NaC1- 
soluble R N A  f rom young  gametang ia  of the  unisexual  
s t ra ins  showed no appreciable  difference in the  nucleot ide  
composi t ion,  a l though  a t e n d e n c y  for a h igher  pur ine  
pyr imid ine  rat io was not iced  in the  males.  

M. A. VISWANATHAN et G. TURIAN 

Laboratoire de Microbiologie, Insti tut  de Botanique 
gdndrale, Universitd de Gen~ve (Suisse), le 6 janvier 1966. 

Acide ad6nylique (ad6nine) 25,71 • 1,05 24,15 -I- 0,32 
Acide guanylique (guanine) 30,17 • 1,18 31,20 ~= 1,47 
Aeide cytidylique 21,08 • 1,54 20,25 + 0,57 
Acide uridylique 23,04 -4- 1,16 24,40 -E 0,73 
Aeide guanylique + cytidylique 51,25 51,45 
Purines/pyrimidines 1,27 1,24 

Moles/100 Moles de nucl~otides. 

x5 R. MARKHAM, Modern Methods o/ Plant Analysis (Springer- 
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Preparation of Spore Coats of 
Fusarium c u l m o r u m  

Mould spores have  been s tudied  ma in ly  f rom the i r  
physiological  aspects  and l i t t le has  been  done on the  
s t ruc tu re  and  compos i t ion  of conidia.  The main  diff icul ty  
in th is  k ind of s t u d y  on the  fungal  cell wall  results  f rom 
the  fac t  t h a t  no pure  wall  mater ia l  is ye t  available.  
HORIKOSHI and ILDA 1 have  recen t ly  s tudied  the  spore 
coats  of unicellular  conidia of Aspergillus oryzae, bu t  re- 
por t s  on  th is  subjec t  are ve ry  rare. The m e t h o d  used to 
ob ta in  isolated spore coats  of Fusar ium culmorum is 
descr ibed here. The work  was u n d e r t a k e n  in re la t ion wi th  
inves t iga t ions  on germina t ion  and  ' p ro top las t '  fo rmat ion  
f rom conidia  of F. culmorum 3,3. 

The cul ture  of F.  culmorum used in these  expe r imen t s  
was ob ta ined  f rom the  Colecci6n Espafiola  de Cultivos 
Tipo and was  ma in ta ined  on po ta to  dext rose  agar  b y  
mass  spore t ransfer .  F. culmorum is charac te r ized  by  the  
fo rma t ion  of ex t r eme ly  a b u n d a n t  macroconidia .  Unde r  
p roper  condi t ions  sporu la t ion  is so profuse  t h a t  b y  suit-  

able t echn iques  masses  of spores can be ob ta ined  sub- 
s t an t i a l ly  free f rom vegeta t ive  myce l ium and o the r  con- 
t aminan t s .  U n g e r m i n a t e d  spores have  been  considered as 
su r rounded  by  an  amorphous  cell wall and  a n u m b e r  of 
poor ly  defined s t ruc tures  in the  cy toplasm.  Multicellular 
macroconid ia  were  ha rves t ed  f rom 5-day-old cul tures  of 
the  mould  grown in R o u x  bot t les  on solid glucose- 
a spa rg ine -yeas t - ex t rac t  med i u m 4 incuba ted  at  26~ 
They  were ha rves t ed  by  scraping wi th  sterile glass beads  
af ter  add ing  sterile disti l led water .  

In  order  to e l iminate  con t amina t i on  f rom myce l ium 
and f rom med i u m components ,  spore suspensions  were 
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