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Effet con id iog~ne  s6 lect i f  de la t h y m i n e  c h e z  un m u t a n t  {{ s e r i n e l e s s ,  de Neurospora  crassa 

Les m u t a n t s  <~serineless~> (s6rine-1 e t - 2 )  de Neurospora 
crassa ont  un blocage de synth6se  an niveau de la t rans-  
amina t ion  du pr6curseur  3 - p h o s p h o h y d r o x y p y r u v a t e ;  ils 
ne p e u v e n t  donc croi t re  qu ' en  pr6sence de s6rine ou de son 
pr4curseur  amin6 en C 2, la glycine i, 2. Nous avions cepen- 
d a n t  observ6 que ces m u t a n t s  sont  deaky~L c 'es t  ~ dire 
croissent  f a ib lement  sur milieu min imal  a. Le peu de 
s6rine-glycine synth6t is6  dans  ces condi t ions  doi t  6tre in- 
corpor6 dans  les protCines et  les prCcurseurs pur iques  et  
pyr imid iques  des acides nuclCiques, r6pondan t  ainsi  aux 
besoins immCdiats  d ' u n  m i n i m u m  de croissance v6g6ta- 
rive. En  effet, un 16ger mycClium se dCveloppe en pro-  
fondeur  dans  le milieu synthCtique minimal  l iquide et  ce 
n ' e s t  que sur la zone amaincie  du m~me milieu agaris6, au 
h a u t  des tubes  de cultures,  que nous pouvions  observer  de 
rares groupes  de conidies peu pigmentCes ( induct ion par  
a f famement ) .  

La  s6rine ne fonc t ionne  pas  seu lement  en t a n t  que 
molCcule entiSre mais  aussi c o m m e  donat r ice  de groupe C~ 
act if  pour  la m6thy la t ion  du prCcurseur py r imid ique  
phosphory l6  (dUMP) en acide thymidy l ique~;  elle joue 
donc  un r61e cr i t ique dans  la synthgse  de l 'acide dCsoxy- 
r ibonucl6ique (ADN) et  pa r  consCquent  la division nu- 
clCaire. Or, chez N. crassa, la ques t ion  s 'es t  pos6e de la re- 
la t ion ent re  divis ions nuclCaires et  conidiogen~se s; un cer- 
t a in  nombre  de figures de mi tose  ava ien t  6t6 observCes 
darts les cha ine t tes  proconidiennes ,  ce que conf i rme une 
nouvelle  6tude (en cours avec le Dr. M. CORTAT), basCe sur 
la dCtection des fuseaux mi to t iques .  I1 dev ien t  doric im- 
p o r t a n t  de pr6ciser le degr6 de re la t ion ent re  ces mitoses  
proconid iennes  e t  le besoin pr~visible d ' n n e  synth~se ac- 
crue d ' A D N  et, pa r  donsCquent, de ses prCcurseurs cri- 
t iques,  qu 'el les  do iven t  entra tner .  

Effets conidiog~nes versus plasmogbnes de pr6curseurs nuci6iques 
ehez le mutant ser-1 de Neurospora crassa eultiv6 7 j ~ 25 ~ 

ComplCments au milieu 
minimal WM liquide 
(pH 7,0) 

Effets 

Poids sec Nombre spCeifique de 
total ( rag)  eonidies (UO & 660 rim) 

II nous est  apparu  que le m u t a n t  sCrine-1, amen6 en 
milieu minimal  ~ n ' inves t i r  le peu de sCrine synth6t is6e 
qu ' en  croissance vCgCtative, pour ra i t  rCpondre ~ un ap p o r t  
supplCmentaire  de son <~produit de luxe, ,  la thymine ,  pa r  
la rCaction: davan t age  d ' A D N  ~-~ mi toses  suppl6menta i res  
-+ conidiogen~se sur mycClium res t re int .  Le correspon-  
d a n t  pyr imid ique  amCthyl6 de la thymine ,  l 'uracile,  devra i t  
pa r  cont re  res te r  ineffectif.  Les rCsultats prCliminaires 
a y a n t  r @ o n d u  pos i t i vemen t  aux prCvisions, nous avons  
dCcid6 de les pr6senter  ici c o m m e  base pour  une inves t iga-  
t ion b iochimique  plus ponssCe. 

Le m u t a n t  <~serineless~> ser-1 (H 605a, No 118 du FGSC, 
Arcata ,  Calif., USA) a ~t6 cultiv6 en milieu syn th6 t ique  
min imal  t iquide de WESTERGAARD et MITCItELL ~ (WM), 
distr ibu6 5, ra ison de 50 ml  dans  des f lacons P y r e x  de 
250 ml. La D, L-s6rine, la t h y m i n e  et  l 'uracile (puriss., Cal- 
biochem) on t  6t6 st6rilis6s avec le milieu don t  le p H  a 6t6 
ajust6 ~ la valeur  7,0. L ' inocula t ion  a 6t6 r6alis6e avec 4 
gout tes  d 'une  16gCre suspension aqueuse de conidies du 
m u t a n t  r6colt6es au hau t  des tubes  de cul tures  sur milieu 
WM agaris6. Les myc61ia ont  6t6 r6colt6s apr6s 7 jours 
d ' i ncuba t ion  s 25~ en semi-obscurit6.  Les 6ventuelles 
conidies form6es ont  6t6 s6par6es et  mises en suspension 
par  ag i ta t ion  des myc61ia dans  de t 'eau distillCe alcoolis6e 

30% et  c o n t e n a n t  0,01% du moui l lan t  Tween  80; leur 
n o m b r e a  6t6 estim6 par  mesure  de densi t6 op t ique  
600 n m  en volume connu.  Les t aux  sp6cifiques de conidia- 
t ion  ont  6t6 calcul6s en unit6s op t iques  (UO) rappor t6es  
au g de mycClium sec  de la cul ture co r respondan te ;  les 
valeurs  fournies on t  6t6 corrig6es par  r ap p o r t  ~ celles des 
cul tures t6moins  sur milieu minimal ,  consid6rCes comme 
nulles par  l ' absence  de conidies en surface, v6rifi6e au 
microscope. Les poids  secs des myc61ia on t  6t6 mesur6s 
poids  co n s t an t  (sur.~ilicagel) aprCs dess ica t ion  ~ 95 ~ 

Nos r6sultats ,  grqup6s duns le Tableau,  m o n t r e n t  b ien 
qu ' s  dose suff isante  (10 ~M), la s6rine exerce un double  
effet  de res t i tu t ion ;  plasmogCne et  conidiog~ne, r a m e n a n t  
ainsi  le m u t a n t  ~ un aspec t  comparab le  /~ celui du t y p e  
sauvage sur milieu minimal .  I1 est  c e p e n d a n t  s ignif icat if  
q u ' e n  concen t ra t ion  subop t ima le  (10-~M), la s6rine n ' e s t  
p r a t i q u e m e n t  plus inves t ie  qu ' en  mat6r ie l  v6g6tat i f  prio-  
r i ta i re  et  que le m u t a n t  ser-1 se co mp o r t e  ainsi,  duns ces 
condi t ions ,  en m u t a n t  oligo- voire aconidien.  

-- 23 0 a 
Uracile 10-eM 25 240 
Thymine 10-2M 28 10 800 
SCrine 10-eM 194 2 450 
SCrine 10-~M 107 320 

Petits areas conidiens IatCraux dCduits. 
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L ' i n t6 r~ t  de l ' e f fe t  de la  t h y m i n e ,  c ' e s t  qu 'e l le  exerce 
une  for te  ac t ion  conidiog~ne sans acc ro i s semen t  pr~a lab le  
de la croissance.  Cet te  con id i a t i on  ne c o n i r i b u a n t  que  
que lques  m g  s u p p l ~ m e n t a i r e s  de poids  see f ina l  (it en  a 6t~ 
t enu  c o m p t e  d a n s  les r~sul ta ts )  couvre  l ' en t i~ re  surface  du  
f in myc61ium p o r t e u r ;  elle se r~alise aux  ex t r~mi t6s  

d ' h y p h e s  a~riens tr~s cour t s  (Figure) ,  ce qu i  do i t  corres-  
p o n d r e  k une  6conomie  de croissance si on  la co mp a re  
celle du  n m t a n t  sur  s~rine op t imale ,  i n t e r v e n a n t  sur  une  
c o u r o n n e  de longs  e t  touf fus  h y p h e s  a~riens.  

L ' i n a c t i v i t ~  de l 'u rac i le  sugggre que  la  t h y m i n e  exerce  
u n  effet  morphog~ne  sp6cif ique p a r  la vote  d ' u n e  syn th~se  
accrue  de I 'ADN.  Celle-ci ne  p e u t  tou te fo i s  s ' exerce r  p a r  
i n c o r p o r a t i o n  d i rec te  (apr~s convers ion  en  B- thymid ine )  
ear  Neurospora est  d @ o u r v u  de t h y m i d i n e  k inase  7. L ' o n  
p e u t  donc pense r  que  la  t h y m i n e  offer te  est  re-circui t~e 
p a r  d ~ m 6 t h y l a t i o n  ~, e t  ac t iv i t~  subs6quen te  de la poly-  
nucl6ot ide  m~thy l t r ans f6 ra se  % 

Summary.  T h y m i n e ,  b u t  n o t  uracil ,  induces  con id ia t ion  
w i t h o u t  s u p p l e m e n t a r y  g rowth ,  whi le  s u b o p t i m a l  ser ine 
increases  myce l ia l  mass  only, in  t h e  l eaky  serine-1 m u t a n t  
of N. crassa grown acon id ia l ly  in  l iqu id  m i n i m a l  med i u m.  
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Laboratoire de M icrobiologie gdndrale, 
Universitd de Gen~ve, Place de l' Universitd 3, 
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Cultures du mutant s~rine-1 de Neurospora crassa photographides au 
7gme jour de leur croissance, ~ 25 ~ sur milieu minimal WM liquide 
enrichi de thymine (T) 10-eM ou d'uraeile (U) 10-~M. Observer la 
surface entigrement conidi6e sur thymine et les rares areas conidiens 
lat6raux sur uracile. 
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Visualization of Metaphase Heterochromatin in Vicia faba by the Denaturation-Renaturation Giemsa 
Staining MEthod 

I n  Vicia faba specific regions  o f  m e t a p h a s e  chromoso-  
mes are d i f fe ren t ia l ly  s t a ined  b y  va r ious  m e t h o d s  1-~. 
These  regions are  cons idered  to  co r re spond  to  ch romo-  
centers  in i n t e r p h a s e  nuc leus  and  are cal led he t e rochro -  
rus t ic  s egmen t s  (H segment)1,  2 Di f fe ren t ia l  s t a in ing  of 
h e t e r o c h r o m a t i c  a n d  e u c h r o m a t i c  s egmen t s  p roduced  by-  
va r ious  m e t h o d s  is supposed  to  ref lect  t h e  chemica l  
d i f f e r en t i a t i on  a long  t h e  l e n g t h  of m e t a p h a s e  chromo-  
somes. Most  of t he  H segmen t s  in  Vicia faba, which  are 
revea led  b y  cold t r e a t m e n t  1-8 or t r e a t m e n t  w i t h  HC1--  

iV[etaphase c h r o m o s o m e  c o m p l e m e n t  s t a ined  wi th  the  d e n a t u r a t i o n -  
r e n a t u r a t i o n  Giemsa  s t a in ing  m e t h o d  showing  the  + H  b a n d s  indi-  
c a t e d  b y  a r rows .  N u m b e r  1 a n d  2 deno te  the  No. 1 a n d  No. 2 site of 
the -H segments of M chromosome. 

acet ic  acid a-~, a p p e a r  as non-  or pa le - s t a in ing  segmen t s  
( - H  segment) ,  b u t  t h e  H s eg men t  a d j a c e n t  i m m e d i a t e l y  
to  t h e  nucleolus  o rgan iz ing  s t a lk  of t h e  M c h r o m o s o m e  2, 
wh ich  does n o t  r e spond  to  cold t r e a t m e n t  or t r e a t m e n t  
w i t h  HCl-ace t ic  acid, becomes  d iscern ib le  as more  d a r k l y  
s t a ined  s eg men t  ( + t t  segment )  a f t e r  t r e a t m e n t  w i t h  
t r i ch lo race t i c  acid fol lowed b y  t r e a t m e n t  w i t h  HCl-ace t ic  
acid ~. The  v i sua l i za t ion  of + H  s eg men t  b y  t h e  specif ic  
t r e a t m e n t  suggests  t h a t  de t ec t ion  of some o the r  ch romo-  
some regions  wh ich  b e h a v e  l ike H segment ,  i.e. f u r t h e r  

u n v e i l i n g  of chemica l  dif ferences  a long chromosomes ,  
could be  poss ible  b y  us ing  new t e c h n i q u e s  wh ich  p roduce  
d i f fe ren t ia l  s t a in ing  of specific m e t a p h a s e  c h r o m o s o m e  
regions.  

I t  h a s  been  shown  t h a t ,  a f t e r  va r ious  t r e a t m e n t s  w h i c h  
supposed ly  d e n a t u r e  a n d  a n n e a l  c h r o m o s o m a l  D N A  in 
cytological  p r epa ra t i ons ,  G iemsa  s t a in ing  p re fe ren t i a l ly  
s ta ins  cen t romer i c  h e t e r o c h r o m a t i n  and /o r  p roduces  
specific b a n d i n g  p a t t e r n s  in  m a m m a l i a n  m e t a p h a s e  
ch romosomes  7-15. W e  a t t e m p t e d  to see w h e t h e r  t h e  k n o w n  
H segmen t s  in  Vicia faba m e t a p h a s e  ch romosomes  are 
d i f fe ren t i a l ly  s t a ined  b y  t h e  d e n a t u r a t i o n - r e n a t u r a t i o n  
Giemsa  s t a in ing  m e t h o d  a n d  w h e t h e r  t h e  specific chromo-  
some regions  w h i c h  b e h a v e  like H s eg men t  are newly  
found  b y  t h i s  m e t h o d .  

Main  roo t - t ips  of Vicia ]aba (Nagasaya  Soramane)  were  
excised a n d  f ixed for 1 h in  e thano l - ace t i c  acid (3:1) 
a f t e r  p r e t r e a t m e n t  w i t h  0 .05% colchicine for 2 h.  T h e y  
were br ie f ly  r insed  in r u n n i n g  t a p - w a t e r  an d  m a c e r a t e d  
for 2 h a t  20~ in t h e  e n z y m e  so lu t ion  wh ich  c o n t a i n e d  5% 
m a c e r o z y m e  4S a n d  5% cellulase ' O n o z u k a '  4S (bo th  
f rom K i n k i  Y a k u l t  Co.) an d  was ad ju s t ed  to p H  5.5 w i t h  


