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52 SEANCE I)U 18 FEVRIER 1932

d'application de la poussee de la nappe chevauchante est assez

bas.

Notre profd confirme l'opinion emise par E. Argand (Tecto-
nique de l'Asie, passim), basee sur les profds publies par
Reginal A. Daly et Bailey Willis de regions plus meridionales.

Laboratoire de Geologie de VUniversite de Geneve.

Fernand Chodat et Jean Landis. — Etude sur la nutrition
de quelques Protoascomycetes.

Les recherches suivantes ont pour but de distinguer un
champignon microscopique susceptible de convertir 1'azote

mineral en azote peptidique. On sait depuis Pasteur que
les levures vraies sont capables de synthetiser des protides ä

partir de l'azote inorganique. Nous avons alors examine si

d'autres champignons appartenant au sous-groupe des

Protoascomycetes seraient capables d'effectuer les memes syntheses
dans des conditions economiques egales si non meilleures. La
famille des Endomycetacees, au sens que J. Zender lui donne,
et celle des Saccharomycetacees nous ont fourni les genres
etudies: Endomyces, Mycoderma, Torula, Hanseniaspora,
Zygosaecharomyces, Saccharomyces. Plusieurs des souches

provenaient de triages effectues ä partir des eaux du lac; nous
supposions, ce qui ne s'est d'ailleurs pas verifie, que de tels

germes seraient plus adaptes que les saprophytes au developpe-
ment sur un milieu mineral. Tous ces champignons vegetent,
en milieu liquide, ä 1'etat dit de << levure », c'est-ä-dire de

cellules isolees ou faiblement agregees.
Nous avons modifie la formule du milieu de culture de Coon

et constitue le melange suivant: MgS04, 0,492 gr; KH2P04,
1,36 gr; glucose puriss. Siegfried, 30 gr; tartrate d'ammonium,
2 gr; eau distillee, 1000 gr (pH: 5,2). Ce milieu parait pauvre en
matieres salines; rappelons qu'il s'y trouve, jointes ä l'etat
d'impurete, des traces de Ca, de Fe et de Si, eventuellement
d'autres elements, puisqu'aucune precaution speciale n'a ete
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prise pour eliminer ces imponderables de la bacteriologie
ordinaire. On sait d'ailleurs depuis les travaux de Zickes et
Speakman (1928) que la oroissance des levures est d'autant
meilleure que la concentration des substances minerales est

plus faible. La teneur en glucose de notre milieu est assez basse

(3%), si nous la comparons aux concentrations en hydrates
de carbone adoptees dans l'industrie pour la fabrication
des levures de boulangerie. Sans meme quitter le niveau
des recherches de laboratoire, nous sommes encore loin du
chiffre 10% au delä duquel l'augmentation de la concentration
du sucre cesse d'avoir un effet sur la oroissance des levures

(Seiiber et Katznelson, 1929). Si nous introduisons avec
Pirschle (1930) la notion du coefficient economique de Pfeffer,
soit le rapport du poids de la levure formee au poids du sucre

consomme, nous trouvons que la combustion du glucose offert
est d'autant plus economique que le taux initial du sucre est

plus bas; cette consideration nous a engage ä conserver le titre
de 3%; il presente par contre le desavantage de correspondre,
dans les conditions de nos experiences, ä une reserve sucree qui
s'epuise au bout de 5 ä 8 jours dejä. Pour ce qui est de l'azote,
nous avons adopte, dans les essais preliminaires de comparai-

son, le tartrate d'ammonium preconise par Pasteur. Le milieu
sus-decrit est exempt de ces facteurs accessoires de la croissance,
de nature organique et indispensables au premier developpe-
ment des germes levure, lorsque ces derniers sont introduits en

tres petit nombre dans la solution nutritive (moins de 200

cellules). Le nombre des germes inocules dans nos flacons

d'experience etant bien superieur, nous etions en droit de

supposer que la masse inoculee apportait avec elle les principes
allelocatalytiques (Robertson) declencheurs de la multiplication
cellulaire. Nous avons pourtant examine le röle de la quantite
initiale inoculee et constate que c'est surtout pendant les

premiers jours de la croissance que le developpement est plus
intense dans les milieux inocules ä forte dose. Plus tard les

cultures s'egalisent. Aucun des trois principes auximones qui
paraissent necessaires au developpement des Saccharomy-
cetacees, le bios (Wildier, 1901), la vitamine B2 et le facteur Z

(P. Thore, 1930), distingues les uns des autres ä l'heure actuelle,
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ne fut ajoute ä notre milieu. La croissance fut appreciee par la
methode du denombrement des cellules ä un moment donne de

l'experience. Certaines precautions furent prises au cours de

ces mesures statistiques ä l'hematimetre (chambre de Zeiss-

Tbomas) pour eviter les causes d'erreur inherentes ä la technique
(agglutination des cellules, etc.). En principe on sait (Richards,
1928) qu'un parallelisme etroit existe entre les courbes expri-
mant la croissance en fonction du nombre des cellules et Celles

exprimant la croissance en fonction de la masse formee. Gette

constatation que nous avons verifiee confere ä la methode

d'appreciation choisie, une valeur reelle.

Remarquons cependant que cette appreciation de la masse

(expression reelle de la croissance) par le denombrement des

germes, est relative ä la nature du milieu et aux conditions
particulieres de l'experience. Si nous comparons en effet, pour
une meme espece, VEndomyces anomalus, le nombre et le poids
des cellules dans deux cultures ne differant que par une condition,

l'aeration, nous trouvons les relations suivantes:

Un simple calcul montre qu'il f'aut necessairement que les

cellules du milieu aere n'aient que le 84% du poids des cellules
du milieu non aere. L'examen microscopique confirme d'ailleurs
ce raisonnement; les cellules qui ont subi l'aeration sont plus
petites. Dans ce cas, la methode du denombrement revele une
difference de croissance entre les deux cultures superieure ä la
difference reelle resultant de la comparaison des masses. II est

probable que de tous les facteurs susceptibles de varier, le facteur
d'aeration est celui qui joue le plus grand role; le cas choisi est
done extreme. En vertu de ce que nous venons de dire la
reserve suivante s'impose : la methode du denombrement

permet de comparer la croissance de diverses espeees, pour
autant que les conditions de culture sont toutes les memes.

Les valeurs observees ä l'hematimetre furent exprimees en

Nombre Poids

Culture aeree

Culture non aöree

53.7 1,286

33,3 0,968
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croissance relative suivant la formule - - Cr, oü a est
a

le nombre initial des cellules inoculees et b le nombre au moment
de 1'evaluation.

Voici les resultats obtenus dans le milieu sus-decrit, au bout
de 7 jours 4 % h.; les cultures sont aerees durant 32 h.; la
temperature de la culture est de 24° durant l'aeration. Croissance

relative: Endomyces anomalus: 844. Torula n° 15 (du
lac): 39. Torula n° 66 (du lac): 33. Mycoderma n° 55 (de dattes):
17. Endomyces hordei: 6. Hanseniaspora sp.: 5. Torula n° 44 (de

la datte): 5. Endomyces Chodati: 4, etc. Ces quelques chiffres

nous montrent que seul VEndomyces anomalus pousse vigou-
reusement dans ces conditions. On voit d'autre part que cette
faculte n'est pas un earactere generique, mais specifique,
puisque d'autres especes du meme genre se developpent tres
faiblement dans les memes conditions. II faut probablement
rapporter la croissance excellente de VEndomyces anomalus au

pouvoir qu'a ce champignon de secreter dans la solution
minerale les facteurs accessoires utiles ä son developpement.
Copping a dejä montre qu'ä ce point de vue les champignons
different considerablement d'especes ä especes et de formes

sauvages ä formes cultivees, ces dernieres ayant en general perdu
la faculte de secreter des auximones.

L'experience des cultures a maintes fois prouve que les levures

poussent mieux sur un milieu oü 1'azote est offert sous la forme
ammoniacale que sur un milieu ä base de nitrates. On sait aussi

que l'assimilation de l'azote nitrique par les levures est accom-

pagnee d'une production plus ou moins importante de nitrites.
Certains auteurs (Pirschle, 1930) ont invoque la toxicite des

sels nitreux pour expliquer la moindre croissance sur les

milieux nitrates. Etendant ce point de vue a nos propres
recherches, nous avons decele dans nos cultures la formation
des nitrites au moyen du reactif specifique de la naphtyl-
amine-acide sulfanilique. Cette determination fut faite pour
plusieurs champignons croissant dans des conditions diverses.

La table suivante resume quelques-unes des experiences faites
dans le milieu de base sus-decrit auquel furent ajoutees
differentes sources d'azote.
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Sources d'azote

Nitrate de potassium
Nitrate d'ammonium
Nitrate de potassium

plus asparagine

Culture non adree

End. Tor. Myc.

+ + +
+ + + —

Culture adrde

End. Tor. Myc.

End. Endomvces anomalus; Tor. Torula n° 15; Jlyc. Mycoderman" 55
+ reaction faibli, + + moyenne, + + + marquee.

Des trois champignons c'est 1'Endomyees qui produit le plus
de nitrites; c'est aussi lui qui pousse le mieux. La production
des nitrites est superieure dans le milieu aere; c'est egalement
dans ces conditions que la croissance est la plus forte pour les

trois champignons. Ces deux constatations mettent en evidence
la relation directe qui existe entre l'intensite de la croissance et
la quantite des nitrites formes.

Si, d'autre part, nous comparons la production des nitrites
par les trois champignons sur les milieux ä base de nitrate
de potassium et de nitrate d'ammonium, nous constatons qu'elle
est moindre en presence d'une source mixte d'azote (nitrico-
arnmoniacale). Cette difference provient vraisemblablement de

ce que l'organisme s'attaquant simultanement a l'anion et au
cation du nitrate d'ammonium, consomme moins d'acide ni-
trique et consequemment forme moins de nitrites. L'addition
d'asparagine au milieu ä base de nitrate de potassium ne dimi-
nue pas, pour ainsi dire, la production des nitrites.

Pour connaitre la forme d'azote la plus avantageuse au point
de vue de la croissance, nous avons cultive YE. anomalus sur
des milieux ne differant que par la nature des reserves azotees
offertes en quantites equimoleculaires. Rappelons tout d'abord
qu'il importe de distinguer dans le developpement de nos
cultures deux periodes: la croissance s'effectue durant la
premiere (anabolique) qui va du moment de l'inoculation a celui
ou les reserves hydrocarbonees du milieu sont epuisees; la
seconde periode (catabolique), qui commence ä partir de cette
limite, est caracterisee par des phenomenes d'autolyse alternant
avec des recrudescences de la multiplication cellulaire.

On constate, en comparant la croissance de VEndomyees
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anomälus en milieu aere et non aere (milieu ä base de nitrate
de potassium) que l'apport d'oxygene a un effet marque sur le

developpement de ces germes. Si nous estimons, ä la periode
d'exhaustion du suere, ä 100 le developpement des levures-'

champignon non aerees, il faut donner la valeur 250 ä la culture
aeree. Chose curieuse, en depit de cette difference appreciable
de la masse vegetale formee, le sucre disparait le meme jour
dans la culture aeree et dans la culture non aeree. L'emploi de

l'excedent de sucre de ce dernier milieu n'a pu etre etabli; des

conversions en gaz carbonique, alcool, acides ou en reserves

glycogeniques endocellulaires sont toutes possibles. L'hypothese
de la formation de reserves permettrait de mieux comprendre le

comportement de ces cellules au cours de la periode catabolique.
II ressort en effet, des denombrements executes, que les levures-

Endomyces non aerees seront, dans la periode de vie sans sucre,
capables de multiplication cellulaire; ce retour de croissance

s'effectue, selon toute probability, aux depens des reserves

glycogeniques accumulees durant la phase anabolique et
liberees ulterieurement dans le milieu de culture par des pheno-
menes d'autolyse.

Les memes comparaisons de croissance, faites cette fois-ci sur
un milieu ä base de sulfate d'ammonium, revelent que l'aeration
n'a plus dans ce cas qu'un effet accelerateur. Le nombre des

cellules, evalue au moment correspondant ä l'epuisement du

sucre, est meme plus eleve dans la culture qui n'a pas subi
l'aeration. Le röle de l'oxygene est done plus important quand
l'azote est offert sous forme nitrique que lorsqu'il est offert sous
forme ammoniacale. Les etudes que nous avons faites de

revolution du pH dans ces cultures ne paraissent pour le

moment apporter aueun eclaircissement ä ce phenomene.
Si nous comparons enfin l'azote nitrique ä l'azote ammoniacal

pour ce qui est de la croissance de YEndomyces anomalus, nous
constatons qu'il n'y a pas grande difference. A l'encontre de ce

-qui se passe pour les levures-vraies, il y a meme une croissance

un peu meilleure sur le milieu ä base de nitrate de potassium
ciue sur le milieu ä base de sulfate d'ammonium.

Institut de botanique de l' Universite, Geneve.
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