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typica l  p lasma cell of m a m m a l s  could be found in the  
tortoise. I t  m a y  therefore  be assumed t h a t  the  an t ibody-  
forming cell of the  tor toise  is a more  p r imi t ive  cell t han  
the  p lasma cell of mammals .  Since in the  evolu t ionary  
scale, m a m m a l s  have  developed f rom reptiles, the  above  
described types  of p laque-forming cells of the  tor toise  
m a y  be considered to represent  phylogenet ic  precursors of 
p lasma cells. 

/ieldi Gray), die m i t  H a m m e l e r y t h r o z y t e n  immunis ie r t  
worden waren, wurden  e lekt ronenmikroskopisch unter-  
sucht. Die Fe i i i s t ruk tur  dieser Zellell deu te t  daruuf hin, 
dass es sich um einen Zel l typ handelt ,  der als phylo-  
genet ischer  Vorl/~ufer der  Plasmazel len yon S~iugetierell 
angesehen werden kann. 

H. AMBROSIUS and G. HOHEISEL 

Zusammen[assung. AntikSrper  produzierende (~ P laque  }> Sektion Biowissenscha[ten der Ka7l-Mc~rx- Universit4t, 
bildende) Milzzellen yon Schi ldkr6ten (dgrionemys hers- 707 Leipzig (DDR), 26 J u n e / 9 6 9  

E t u d e  i m m u n o c h i m i q u e  et  6 1 e c t r o p h o r 6 t i q u e  de  la  

La conidiat ion de Neurospom crassc~, util is6e comme  
modble de diff6renciatioii  cellulaire, a 6t6 6tudi6e sous 
diff6rents angles: I I l t ras t ructural  ~-3, m6tahol ique  4 e t  
g6n6tique 5. L ' approche  immul loch imique  n ' a  6t6 que  
ra rement  utilis6e, suit par  la technique  d 'agglut ina t io l l  6, 
suit avec un crit6re ma jeur  d 'ordre  phyl6t ique v. P o u r t a n t  
une telle m6thode devra i t  pouvoi r  fournir, comme  il a 
6t6 d6montr6 sur tou t  en morphogen6se des Myxomy-  
cbtes s et  des an imaux  9, un moyen  sensible de d6tect ion 
des changements  macromol6culaires  sp6cifiques d e v a n t  
accompagner  n6cessairement  la diff6renciation cellulaire 
et, daiis le cas part iculier ,  la diff6renciation conidienne. 
Pa rmi  les macromol6cules  ant ig6niques impliqu6es dans 
un tel  processus, les prot6ines apparaissel l t  comme  les 
plus impor tan tes  ; il 6fair donc int6ressant  d 'ent reprendre ,  
parall61emen~ ~ l ' immuno61ectrophor6se, une 6rude ana-  
ly t ique  des pro t6 inogrammes  apr6s s6parat ion 61ectro- 
phor6t ique sur gel d ' acry lamide .  

N. crassa offre l ' avan tage  de pr6senter, en PlUS de son 
type  sauvage l lormalement  collidiog6ne, plusieurs souches 
mutan tes  s coiiidiatioll  d6ficiente. Dans  ce t te  premi6re 
6tude, nous nous sommes l imi t6s  s la compara ison de la 
souche sauvage Lindegren  A (Nc+) et  du m u t a n t  ~amyc>> 
(No 305 A, F u n g a l  Genetics Stock Center,  D a r m o u t h  
College, Hanover ,  N. t t . ,  USA),  int6ressant  parce qu ' i i ica-  
p~ble de s6parer des 616mellts conidiens libres (aschizo- 
g611ie~~ Ces souches ont  6t6 cultiv6es 96 h ~ 27~ ell 
mil ieu l iquide agit4 P de WESTERGAARD et  MITCHELL 11 
con tenan t  2% de saccharose (milieu Ps). Les g~.teaux 
myc61iens r6c01t6s et lyophilis6s ont  6t6 broy6s dans du 
t a m p o n  phosphates  (selon Sorensen, p H  7,2) en pr6sellce 
de sable de quar tz  duns uii mor t ie r  refroidi. Apr6s centr i-  
fugat iol l  de l ' homog6na t  ~ 10000g,  le surnageant  a 
const i tu6 notre  mosaique  ant ig6nique soluble. 

Pour  l ' aspec t  immunoch imique ,  nous  averts p rodui t  des 
ant is6rums par  inject ions r6p6t6es k des lapins de com- 
posants  solubles cytoplasmiques,  ex t ra i t s  suit  du type  
sanvage  suit  du mutan t ,  selon Ia m6thode d6crite ci-desslls. 

L ' ana lyse  immuno61ectrophor6t ique des ex t ra i t s  allti- 
g6niques r6v616s par  les antis6rumns homologues  nous a 
donn6 des d iagrammes  caract6ris t iques de chaque souche 
(Figure 1, a e t  b). La  s t ruc ture  des aiitig6nes de N. crassa 
sauvage,  appr6ci6e sur la m6me lame par  les immuno-  
s6rums homologues  et  h6t6rologues anti-<~amyo> en r4ac- 
t iol l  crois6e, est  i l lustr6e duns la Figure  lc.  

Les identi t6s et  les diff6rences ant ig6niques entre  
souche conidienne sauvage  e t  souche muta i i t e  on t  6t6 
raises en 4vidence par  le s6rum homologl le  absorb6 par  
l 'ant ig6ne <~amyc~> (voir arc diff6rentiel,  F igure  ld).  Avec  

c o n i d i a t i o n  de  Neurospora  crassa 

une telle absorption,  un seul composant  sp6cifique a 6t6 
isoI6 pour  la souche conidienne. I1 s 'agi t  d 'u l l  cons t i tuant  
16g6rement basique,  d6j~ ne t t emel l t  d6tectable  duns le. 
d i ag ramme g l o b a l  compara t i f  (Figure lc) parce qu ' i l  
6tai t  le seul situ6 exac t emen t  dans eet te  mgme posi t ion 
16g6rement cathodique,  sans t rouver  de correspondant  
dans les arcs de pr6cipi ta t ion d e  l'<~amyo>. 

Le m u t a n t  <~amyc>> a r6cemment  pu 6tre indui t  s coni- 
diat ion sur un milieu oxyda t i f  o p t i m u m  1~, comprenan t  
l ' ac6ta te  e t  le succinate  c o m m e  sources de C (milieu 
P a + s u ) .  I1 4tai t  d6s lots int6ressant  de rechercher  si, 
parall61ement ~ la res taura t ion  de la fonctiol l  collidio- 
g6ne, l 'arc  de pr6cipitat iol l  dO s l 'ant ig6ne caract6r is t ique 
de la souche sauvage conidi0gbne r6apparaissait .  

Pour  v6rifier cet te  hypoth6se,  nous avons effectu6 la 
r6act ion h4t4rologue entre  les ex t ra i t s  d'<~amyo> gu6ri 
sur ac6tate  + succii iate et  le s6rum de Ia souche sauvage 
conte l lant  l ' an t icorps  sp6cifique mis ell 6vidence plus 
haut .  Cet te  r6actioll  nous a e f fec t ivement  permis  de 
re t rouver  l 'arc  de pr6cipi ta t ion caract6r is t ique de la 
souche sauvage conidiog6ne (Figure le). Nous pouvoiis  
d6s lors penser  que cet  arc caract6r is t ique de la souche 
sauvage et  qui  accompagne  la res taura t ion  de la capacit6 
conidiog6ne chez le m u t a n t  consid6rG repr6seiite fin com- 
posant  ant ig6nique impl iqu  6 dans la di if6renciat ion des 
macroconidies  de Neurospora. 

Le tes t  posi t i f  de d6naturat ioi i  t he rmique  (60 ~ des 
ex t ra i t s  allt ig6niques; sugg6rant  la na tu re  prot6inique de 
l 'al l t ig6ne diff6rentiel,  nous a engag6s ~ ent reprendre  
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u n e  c o m p a r a i s o n  des  p r o t d i n e s  so lub les  du  t y p e  s a u v a g e  
et  du  m u t a n t  <~amyc~> s @ a r ~ e s  p a r  ~ lec t rophor~se  en  
co lonne  de gel d ' a c r y l a m i d e .  A cet  effet ,  la  m ~ t h o d e  ori-  
g inale  d'ORNSTEIN ~a e t  DAVIS 1~ a ~t6 a p p l i q u 6 e  avec  u n  
a p p a r e i l  B u c h l e r  congu  p o u r  l ' 6 l ec t rophorSse  e n  gel ve r -  
t ical,  s u r  des  co lonnes  de 4,5 m m  de d i a m g t r e  e t  20 c m  
de  l o n g u e u r ;  la c o n c e n t r a t i o n  en  p o l y a c r y l a m i d e  d u  gel 
de s @ a r a t i o n  a ~t~ de 7 ,5%.  D e s  a l i q u o t e s  de 25 ~1 e t  
de 50 ~1 d ' e x t r a i t  ~ a n a l y s e r  o n t  ~t6 m~langges  avec  du  
s a c c h a r o s e  en s o l u t i o n  f ina le  de 5 - 1 0 %  ~.  L a  d i f fus ion  

Fig. 1. Immuno41ectrophor4grammes sur lames des extraits du 
type sauvage et du mutant  *amyc~ de Neurospo~'ct crctssct. Les arcs 
de precipitation ont 4t4 color,s au rouge de thiazine R (Fluka). 
a) Extrait antig4nique de Nc + r6v414 par son immunos4rum 

homologue. 
b) Extrait antig~nique d'*amye~> r4v614 par son immunos4rum 

homologue. 
c) Extrait antig4nique de Nc + r4v414, en bas, par l 'immunos4rum 

h~t6rologue anti-~amyc*; en haut, par son immunos@um homo- 
Iogue brut. 

d) Extrait antig4nique de Ne + rgv414, en bas, avec l'immunos~rum 
absorb6 par l'antig~ne h~t4rologue <~amye* (fl~che sur l'arc 
diff4rentiel) ; en haut, par son immunosdrum homologue brut. 

e) Extrait antig4nique d'<~ amye* induit ~ conidiation (puits central) 
r4v414 par l'immuIlos4rum anti-~amyc* non induit (centre haut) 
et par l 'immunos6rum anti-No + (centre has; fl~che = are dif- 
f6rentiel r4cup4r4). Dans les puits externes ont dt4 d6pos4s: 
en haut, Fantig&ne <~amyc ~>; en bas, l'antig~ne No+. 

Fig. 2. Diagramme 41ectrophor4tique comparatif des prot6ines 
4tabli sur la base de leur Rp (rapport proportionneI) d4fini comme 
position relative de ehaque prot4ine par rapport & la distance 
maxima de 1000 parcourue par le marqueur au bleu de bromo- 
ph6noh R -  bandes r4cup6rges par le mutant mis en condition 
conidioggne. 
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des p ro t6 ines  a eu lieu 5~ la t ens ion  de 180 vo l t s  p e n d a n t  
4 h e t  leur  d i s t r i b u t i o n  a 6t6 ensu i te  raise en 4v idence  p a r  
la co lora t ion  ~ l ' a m i d o s c h w a r z  selon D a v i s  1~. 

Les d i a g r a m m e s  61ectrophor6t iques  des deux  souches  
sur  mil ieu Ps  e t  de la  souche  m u t a n t e  sur  mil ieu induc-  
teur ,  ac6 ta te -succ ina te ,  ou t  6t6 compar6s  dans  la F igure  2. 
L ' a m i d o s c h w a r z  n o u s a  pe rmis  de colorer  e t  de d is t inguer ,  
c o m m e  pro t6 ines  solubles  de la souche  sauvage ,  28 b a n d e s  
(st l ' on  c o m p t e  la  b a n d e  IR1, d 6 d o u b l e m e n t  diffus de R) 
t ou t e s  avec  des degr6s p lus  ou mo ins  in tenses  ma t s  suf- 
f i san ts  de colora t ion.  Avec le m4me cr i t6re  d ' appr4c ia t ion ,  
nous  n ' e n  avons  c o m p t 6  que  23 pou r  la  souche mut6e .  
Ces va l eu r s  son t  sup4r ieures  g celles ob~enues en  1962 
p a r  CHANG et  el. ~ dans  les p remi6res  s6para t ions  sur  
gel d ' a c r y l a m i d e  de pro t6 ines  solubles  de Neurospora. Les 
a l iquotes  employ6es  pou r  c h a q u e  ana lyse  on t  6t6 a jus t6es  
au marne  t i t r e  d ' a z o t e  p ro t6 in ique  (m6thode  de LOWRY 
et  e l )7) ;  ainsi,  les diff6rences d ' i n t e n s i t 6  de co lora t ion  
des bandes ,  consid6r6es c o m m e  le ref le t  de diff6rences 
q u a n t i t a t i v e s  en t re  souches,  p e u v e n t  ~tre es t im6es  p a r  
dens i tom6t r i e  ( recherches  en cours).  Q u a n t  a u x  diff6- 
rences  qua l i t a t i ve s  ne t tes ,  mani fes t6es  p a r  les b a n d e s  en 
plus  ou moins  i l lustr4es ~ la F igure  2, nous  les avons  
raises ~ p rof i t  p o u r  d 6 t e r m i n e r  le degr6 de s imi lar i t6  
en t re  souche  sauvage  et  m u t a n t e  k l ' a ide  de la formule  
propos6e p a r  WHITNtgY et  el. ~s dans  u n  b u t  de  t a x o n o m i c  
fongique.  L ' a p p l i c a t i o n  de ce t te  fo rmule  no~s  a pe rmis  
de calculer  que  le 47 % de b a n d e s  homologues  en t re  souches  
sauvages  et  m u t a n t e s  sur  mi l ieu  Ps  n o r m a l  es t  pass6 
85% q u a n d  le m u t a n t  a 6t6 i n d u i t  ~ conid ia t ion .  Cet te  

a u g m e n t a t i o n  r e n d  c o m p t e  de l ' a p p a r i t i o n  de b a n d e s  
c o m m u n e s  c o r r e s p o n d e n t  t rgs  v r a i s e m b l a b l e m e n t  s la  
r4cup6ra t ion  du  p o u v o i r  conidiog6ne pa r  le m u t a n t  ~9. 

Summary. The  an t igens  a n d  soluble  p ro te ins  of Neuro- 
spore crassa wi ld - type  a n d  i ts  con id ia t ion  def ic ient  m u t a n t  
' a m y c '  were ana lyzed  b y  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s  a n d  
a c r y l a m i d e  gel e lec t rophores i s  respect ively .  Compar i son  
of t h e  p a t t e r n s  of t he  soluble  p ro t e in s  of t h e  2 s t ra ins ,  
o b t a i n e d  w i t h  b o t h  t echn iques ,  showed  a n  a l t e r a t i o n  of 
an t igens  a n d  p ro t e ins  in t he  m u t a n t .  A specific an t igen ic  
p r o t e i n  p r e sen t  in  t h e  wi ld- type,  p r e s u m a b l y  in  connec-  
t i on  w i t h  con id ia t ion ,  was  also found  in t h e  m u t a n t  
' a m y c '  w h e n  i t  was  induced  to  fo rm conidia.  
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Isolation of Blood Group A Substance from Tubifex rivulorum 

I t  is a h i t h e r t o  u n e x p l a i n e d  p h e n o m e n o n  t h a t  m a n y  
inve r t eb ra t e s ,  m a i n l y  he lmin thes ,  c o n t a i n  g lycopro te ins  
wh ich  give r e m a r k a b l e  cross- reac t ions  w i t h  an t i -b lood  
group reagents ,  especia l ly  a n t i - A  or  an t i -P .  Th i s  s ub j ec t  
has  been  rev iewed b y  SOULSBY 1, CIJSHING 2 a n d  PROKOP 
a n d  U~LENBRUCK 3. On t h e  o t h e r  side, t h e y  c o n t a i n  
e i the r  in ce r t a in  organs,  l ike in  t h e  a l b u m i n  g land  of 
snai ls  4 or in  t h e i r  h e m o l y m p h  ~," agglut in ins ,  wh ich  do 
no t  r e semble  t he  i m m u n o g l o b u l i n s  of o the r  species 5, b u t  
which  e x h i b i t  a s t rong  an t ibody- l ike  specif ic i ty  t o w a r d s  
t e r m i n a l  sugar  com ponen t s ,  t h u s  g iv ing  rise to  m a n y  
cross- reac t ions  w i t h  red  cells of d i f fe ren t  ve r t eb ra t e s ,  
b lood  group  subs t ances  a n d  bac te r ia .  

~Recently, for ins tance ,  we could d e m o n s t r a t e  ~ t h a t  t h e  
specif ic i ty  of a c e r t a i n  agg lu t in in  f rom t h e  snai l  Cepaea 
nemoralis a n d  of t h e  agg lu t in in  f rom t he  h e m o l y m p h  of 
Limulus polyphemus is d i rected t o w a r d s  t e r m i n a l  N- 
ace ty l -neu ramin i c  acid,  w h i c h  i n h i b i t s  t h e  a g g l u t i n a t i o n  
of red cells b y  these  agglut in ins .  Th i s  a g g l u t i n a t i o n  is also 
abol i shed  b y  neu ramin idase .  A n  in t e r e s t i ng  o b s e r v a t i o n  
seems to  be  t h a t  exac t ly  those  i n v e r t e b r a t e  a n i m a l s  do 
no t  h a v e  a n y  n e u r a m i n i c  acid in t h e i r  b o d y  f luids  a n d  
organs  % 

I t  ha s  been  specu la ted  t h a t  t h e  agg lu t in ins  of t he  
h e m o l y m p h  ~ as  well  as t hose  f rom snai ls  a n d  f ish eggs ~ 
r ep re sen t  p r i m i t i v e  defenee or r ecogn i t ion  factors.  The  
l a t t e r  h a v e  the re fore  been  des igna t ed  b y  us as pro tec-  
t in s  *~ Th i s  v iew has  been  s u p p o r t e d  b y  BURNEr ** a n d  
t h r o w s  new l igh t  on  t h e  evo lu t ion  of t h e  i m m u n e  process,  

especial ly in i nve r t eb ra t e s ,  a n d  on  i m m u n o l o g i c a l  
cond i t ions  of t h e i r  eco logy  

I n  t h e  course of f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  in  th i s  field we 
found  t h a t  f r om Tubifex rivulorum large  a m o u n t s  of 
b lood  g roup  A s u b s t a n c e  can  be  o b t a i n e d  b y  e x t r a c t i n g  
a sal ine h o m o g e n a t e  (War ing  b lendor)  of these  worms  w i t h  
90% (v/v) p h e n o l  a t  r oom t e m p e r a t u r e .  The  d ia lysed  and  
lyophi l ized  wa te r - l aye r  yields  la rger  a m o u n t s  of a 
g lycoprote in ,  wh ich  p rec ip i t a t e s  s t rong ly  w i t h  t he  an t i -A  
f rom Helix pomatia a n d  Cepaea nemoralis in aga r  gel 
diffusion,  g iv ing  a l ine  of i d e n t i t y  w i t h  A s u b s t a n c e  
p r epa red  f rom pep tone .  I n  add i t ion ,  t he  h a e m a g g l u t i n a -  
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