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Recherches experimentales
sur la formation des zygotes chez Phycomyces

blakesleeanus.

Influence des substances vitaminiques.

Par W.-II. Schopfer, Privat-docent ä l'Universite de Geneve.

Ce travail fait partie d'un ensemble de recherohes effectuees en
1930, ä l'Institut de Physiologie vegetale de l'Universite de Berlin, aupres
du regrette Professeur H. Kniep. Nous adressons ä la memoire de ce

savant un respectueux et reconnaissant hommage. Nous remercions vive-
ment la fondation Rockefeller pour l'aide qu'elle nous a accordee.

Phycomyces, la Mucorinee qui nous a servi de reaetif pour les

presentes recherches, a ete etudie quant it sa physiologic morpho-
logique et k sa genetique par H. Burgeff (1914) qui lui a con-
sacre plusieurs importants travaux. Sa croissance rapide, la grande
dimension de ses zygotes en font un materiel experimental de

choix. Les conditions de formation de ses zygotes sont cependant
assez mal connues. Burgeff et d'autres auteurs utilisent constam-
ment comme milieu de culture le milieu malt-agar (malt 3 %,

agar 1 % %>) qui permet une croissance rapide, mais qui, comme
tous les milieux naturels, ne permet pas de mettre en evidence
l'influence particuliere d'un constituant chimique defini. Comme
Probleme de depart, nous nous sommes propose d'appliquer k
Phycomyces les memes methodes que pour Mucor hiemalis, ä

savoir : partir d'un milieu de culture aussi defini que possible au
point de vue chimique, faire varier regulierement l'un des consti-
tuants afin d'observer quantitativement et qualitativement son
influence, rechercher surtout l'influence du carbone (sucre) et de

l'azote (asparagine), de meme que celle du rapport
cai^01H!

azote
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Notre materiel nous a ete fourni par le Professeur H. Burgeff,
de Würzburg, qui nous a tres aimablement fait parvenir 24 souches
de Phycomyces blakesleeanus choisies parmi 5 generations issues

d'une seule zygote de depart. Le professeur H. K n i e p nous a

donne deux souches de P. blakesleeanus et deux de P. nitens. Ce

materiel a et6 complete par deux souches de P. blakesleeanus
livrees par le Dr F. Blake sie e de Washington. Nous adressons
k ces savants tous nos remereiements. "'

11 y a interet, dans une etude de ce genre, ä travailler sur
des souches variees, de provenances geographiques diverses, afin
de se rendre compte s'il existe des manifestations physiologiques
caracteristiques d'une race, d'une souche particuliere et non pas
seulement liees ä l'espece; souvent, cette specificite physiologique
de souche a ete constatee en mycologie physiologique.

Nous avons presque toujours travaille avec Phycomyces
blakesleeanus; comme Burgeff l'a montre, cette espece est dis-
tincte du Phycomyces nitens classique et a souvent ete confondue
avec eile. Les differences portent surtout sur la forme et les
dimensions des spores; cependant les deux especes se croisent faci-
lement et donnent des zygotes bien developpees.

1. Morphologie de la formation des zygotes.

Les sexes (+) et (—) etant ensemences sur malt-agar k quelques

centimetres de distance, la croissance se fait normalement.
II y a isogamie parfaite entre les deux progametanges de la

zygote; ils sont frequemment remplis d'une graisse ä laquelle est

jointe de la Carotine (decelee par la methode de microsaponifica-
tion de Molisch). Toutes les souches, mbme de sexe oppose et
bien defini, ne sont pas aptes — sur le m£me milieu — ä fournir
des zygotes. Nous retrouvons avec Phycomyces les memes faits
observes precedemment avec deux couples de Mucor hiemalis : il
existe des couples de souches qui fournissent une abondante re-
colte de zygotes et d'autres avec lesquels les affinites sexuelles se

manifestent d'une maniere beaucoup plus restreinte (cf. Wesen-
donck 1930). II se pourrait fort bien que le meme milieu nutritif
ne convienne pas egalement k tous les couples. De toutes fagons, il
faut, etre prudent lorsqu'on n'obtient pas de zygotes avec un



Fig. 1. Divers Stades de la formation de la zygote chez Phycomyces.

couple donne et rechercher avant tout si une modification du
milieu n'amenerait pas les souches k un etat dans lequel les

affinites sexuelles se manifesteraient d'une maniere plus intense.

La duree de la formation des zygotes (sur malt-agar, temperature

exterieure 18° env.) est de 7 ä 10 jours; des le quatriiane
jour on peut observer des debuts de zygotes.

Parfois, pour des causes mal determinees qui doivent relever;

tant de l'etat genetique et de Vepuisement des souches que du'

milieu nutritif, la formation des zygotes avorte; malgre un contact
des hyphes de sexe oppose, la zygote ne se forme ou ne s'agran-
dit pas; la ligne de contact apparait macroscopiquement sous

forme d'une ligne blanche; frequemment dans ce cas, les proga-
metanges donnent naissance ä des hyphes vegetatives et parfois
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k de petits sporanges. Souvent aussi, dans une ligne de zygotes
normales, on en trouve un certain nombre qui ont avorte; celä
depend des souches utilisees.

Nous avons effectue l'examen cytologique des zygotes. Sur
des coupes de 6—12 microns, faites sur des zygotes ä divers
Stades de maturite, nous avons observe de nombreux noyaux de
petites dimensions (1 k 3 microns). La coloration est faite avec l'he-
matoxyline de Heidenhain. Nous n'avons pas pu distinguer de
chromosomes, mais simplement, aux deux poles d'un noyau, deux,
parfois trois masses fortement colorables par l'hematoxyline; la
figure rappelle une mitose; peut-etre s'agit-il lä des deux chromosomes

de Moreau

2. Conditions de formation des zygotes.
Le milieu le plus frequemment utilise est le malt-agar (malt

3 %, agar 114 %)• riche ä la fois en substances nutritives (surtout
hydrates de carbone) et en vitamines, il permet un developpement
intense du champignon et une abondante formation de zygotes.
La temperature optima va de 15 k 20°; au-dessous de 15° C, la
formation des zygotes est tres ralentie.

a) Malt variable.1- Agar constant : 1,5 g. % — Souches (+)
et (—) de l'l. P.2 Sterilisation-^ minutcs, Qbscurite. Temperature

18°. US0

Teneur en malt 10 5 2,5 1,93 0,68 0,34 0,f7" | 0
1

Zygotes aprös 5 jours 600 260 94 75 45 20 5 > 0

Largeur de la ligne
de zygotes aprfcs
5 jours (en. mm.) 7—8 4-5 3-4 3 1 1 (1) -Zygotes apres 7 jours 1200 560 320 261 104 50 82 0

Zygotes aprfes 8 jours OO 900 480 295 104 55 82 0

(Le signe oo indique des zygotes tres nombreuses impossibles

ä denombrer.)

1 Le malt est fourni par Kahlbaum.
2 I. P. signifie : souches de l'Institut de Physiologie vegetale de Berlin.
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Une tres petite quantite de malt suffit a la formation de quelques

zygotes; il y a proportionnalite entre la teneur en malt et le
nombre des zygotes. Plus la teneur en malt est elevee, plus est
grand le temps necessaire ä la genese de toutes les zygotes que
ee milieu pourra fournir.

La densite de la culture aerienne va croissant avec la teneur
en malt.

Or ban (1919), cultivant la meme espece sur du biomalt-
agar trouve les chiffres suivants :

Biomait y2 y4. y8 yM y8« y«* y^s %
Nombre des zygotes 92 67 53 39 20 12 4

b) Agar variable. Malt constant.
Meimes conditions d'experience que precedemment.

Teneur en malt : 3 %>. Souches I.P. Sterilisation ^ minutes

115°

Teneur en agar 5°/o 2,5 1,25 0,68 0,34 | 0,17 0

Zygotes aprfcs 6 jours 600 OOSCO 820 200
1 •

140 65
'

0

milieu tres fluide
Largeur de la ligne de

zygotes 7—8 mm 5 3—4 2—8

Nous ne pensons pas qu'il s'agisse d'une action chimique de
Fun des constituants de l'agar, mais plutot d'une action physico-
chimique : densite et cohesion du milieu, de meme qu'augmenta-
tion de la pression osmotique due aux colloides du milieu. Le
mecanisme de cette action est d'ailleurs difficile ä preciser.

Cette experience prouve la necessite, lorsqu'on etudie l'in-
fluence d'un constituant defini du milieu sur la formation des

zygotes, de conserver une teneur en agar tres constante; sans
eela une cause d'erreur tres importante est introduite.

c) Influence de l'epaisseur de la couche d'agar.
Mernes conditions d'experience que precedemment. Malt-agar

(malt 3%>, agar 2 °/o) Souches Burgeff, 46 (+), 48 (—). Sterilisa-
15 minutes

tion Obscurite. Temperature 20° C.
115°
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Epaisseur de la couche de milieu 1—1'/2 mm 3 4 5

Nombre de zygotes apres 7 jours 11 120 150 190

Cette action de l'epaisseur du milieu est facile ä comprendre :

avant d'arriver en contact ä leurs extremites, les filaments des

deux sexes plongent assez profondement dans le milieu; ils en

ressortent ensuite et en se dressant entrent en contact pour former
la zygote. Si la couche de milieu est trop mince, il va de soi que
ce processus ne pourra se produire et que le nombre des zygotes
sera restreint.

Cette experience prouve la necessite de ne pas utiliser une
couche d'agar d'epaisseur trop faible, ou tout au moins de main-
tenir une epaisseur identique dans tous les essais d'une serie, afin
de pouvoir les comparer. II est probable qu'ä cette action meca-

,nique de l'epaisseur du milieu s'ajoute aussi Taction de la quantity
absolue de substances nutritives. 1

i

d) Influence du maltose variable.
i

Monies conditions d'experience que precedemment. Milieu
de Coons : KH2 PO4 1,4 °/oo; MgSO1 0,5 %o; asparagine 1 %o'?

maltose de Kahlbaum (de 3 ä 20 %0).

Sterilisation ^ Obscuritd. Souches I. P.
115°

Teneur en maitose 0 0,68 1,25 2,5 5 10 20 g °/oo

Nombre de zygotes apres:
5 jours 0 0 0 0 9 — 0

6 » 0 0 0 1 9 — 20

7 » 0 0 0 3 11 — 60

9 > 0 1 1 26 18 — 300

11 » 0 1 1 85 (21) — 340

16 » 0 1 1 180 (21) — 390

La teneur maximum en maltose (20 °/00) a ete choisie volon-
tairement faible (au lieu de 10 % habituel) afin d'observer les

variations de nombre de zygotes pour des petites modifications
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du milieu. Comme pour Mucor hiemalis, il y a augmentation du
nombre des zygotes avec une elevation de la teneur en sucre.
(La serie de 5 g. °/00 est un accident : couche trop mince de
milieu Ces resultats sont valables avec la teneur utilisee en
asparagine.

carbon©
Notre notion du rapport semble s'appliquer ega-

azote
lement pour Phycomyces : plus la dose d'asparagine est elevee
— jusqu'a une certaine limite — plus la dose de maltose doit
etre forte, si l'on veut obtenir une formation normale de zygotes.
Les faits que nous signalons plus loin constituent une confirmation

indirecte de cette hypothese.

e) Influence de la gelatine.
Le Professeur H. Kniep nous avait signale qu'il etait impossible

d'obtenir des zygotes avec Phycomyces croissant sur un
milieu gelatinise. Partant de son observation, nous avons verifie
le fait en cherchant ä le faire cadrer avec notre hypothese.

Milieu : malt 3%; agar 2%; gelatine en quantite croissante

(de V2 ä 4°/o) Sterilisation—- Obscurite. Temperature
108°

18°. Souches : 46 (+), 48 (—) Burgeff.

Teneur en gelatine 0 V» 1 2 4%

Zygotes aprös:
4 jours 290 140 160 125 60
7 » 310 180 290 190 80

II y a done decroissance nette du nombre de zygotes avec
l'augmentation de la teneur en gelatine, mais en meme temps
augmentation extraordinaire de l'intensite du developpement vege-
tatif. Avec 4 %> de gelatine, les sporangiophores verts sont epais,
en masse serree, tels que nous ne les avons obtenus dans aucune
autre culture. L'adjonction de gelatine constitue done un moyen
interessant pom dissocier dans les cultures le developpement
vegetatif et les phenomenes de la sexualite. II n'est pas necessaire

que le premier soit tres fort pour que la sexualite se manifeste.
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La gelatine, employee ä des teneurs plus elevees, substitue
entierement l'agar.

Malt 3 °/o. Gelatine de 10 ä 30°/o. Sterilisation _

Souches : 46 (+), 48 (—) Burgeff.

Teneur en gelatine O e
© COO o

o 30 7»

Nombre de zygotes apres:
5 jours 2 0 0

14 >» 60 0 0

Meme observation que precedemment en ce qui concerne le

developpement vegetatif qui, en l'absence de toute zygote, est ex-
tremement fort avec 30 °/o de gelatine.

Nous observons aussi une augmentation de l'alcalinite finale
du milieu avec une teneur croissante en gelatine. (lre experience.)

Teneur en gelatine
i

0 '/a I
1 2 4°/o

p^. final 5 env. 17 env. N0010000

Nous nous sommes demande egalement si l'un des sexes seul
croissant sur milieu gelatinise, la formation des zygotes serait
empechee.

Milieu : Gelatine 20 %>, Malt 3°/« (Agar 2 % ä la place de

gelatine). Lumiere. Temperature 18°.

Souches 46 (+), 48 (—) Burgeff.
Les milieux gelatinises et agarises sont prepares separement,

coupes et interchanges.
Les ensemencements se font sur les milieux coupes et

prepares; ils sont rapproches de facon que les deux myceliums se

trouvent au bord en meme temps.
En aucun cas, nous n'avons observe de zygotes sur la zone

de contact, quel que soit le sexe croissant sur la gelatine. Le
mycelium croissant sur gelatine presente sur le milieu une ramification

coralloide typique avec de nombreuses chlamydospores.
Les sporangiophores sont fortement colorös et epaissis.
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Cette inhibition disparait si l'on repique le champignon sur
un milieu sans gelatine. Deux fragments de mycelium (+ et —)
sont places sur un milieu malt-agar normal. Croissance normale

du mycelium; ä la zone de contact, il se forme de nombreuses

grosses zygotes, normales.

Interpretation de ces resultats :

La gelatine contient une tres forte proportion d'azote (glu-
tine) assimilable; utilisee seule, eile peut servir ä la nutrition des

microorganismes. Sa valeur nutritive est cependant faible. Sous

son aspect commercial, elle contient une proportion assez notable
de HNO3 (Petri). En la purifiant selon la methode habituelle, nous

n'avons pas obtenu des resultats differents de ceux que donne la
gelatine non purifiee.

Nous pensons que c'est l'introduction dans le milieu d'une

tres forte, proportion d'azote qui doit inhiber la formation de

zygotes. Cette teneur en azote est en disproportion avec la dose

carbone
d'hvdrate de carbone presente dans le malt. Le rapport

azote

doit etre diminue de telle facon que les manifestations des affi-
nites sexuelles soient rendues impossibles. Des experiences effee-

tuees avec des milieux ä base de maltose et de gelatine, mon-
trent egalement avec des teneurs elevees en gelatine, la meme

inhibition.
En ajoutant au milieu malt-agar, des peptones au lieu de

gelatine, 011 observe les memes phenomenes d'inhibition sexuelle.

Teneur en peptones o j V» i i 2°/o

Nombre de zygotes apres 5 jours
i

180 54 12 0

(Milieu malt-agar, avec 1 °/o de malt.)

Ces experiences preliminaires precisent quelques-unes des

conditions de formation des zygotes et serviront ä comprendre
Taction des substances actives qui sera etudiee plus loin.
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3. Etude de Faction du maltose et de ses impuretes.
Au cours de nos recherehes sur Mucor hiemalis, en etudiant

l'influence du milieu nutritif sur la formation des zygotes et sur
la croissance (hauteur du mycelium et poids sec de la culture)
nous avons plusieurs fois ete frappe par. le fait que la glucose
et le maltose donnaient des resultats sensiblement differents
(1926). Nous n'avons pas alors prete d'attention ä ce phenomene.

II est evident qu'il peut y avoir des raisons d'ordre chimique,
stereochimique pour que saccharose et maltose ou glucose et
levulose fournissent des resultats differents et ne soient pas
utilises de la meme facon par une meme race. Mais on voit difficile-
ment comment expliquer une difference forte observee entre deux
Sucres voisins employes ä dose isocarbonnee, toutes les autres
conditions etant egales. Le champignon produisant probablement
la maltase et hydrolysant le maltose dans le milieu de culture, les
deux sucres utilises doivent avoir la meime valeur nutritive.

D'autre part, en employant pour etudier la formation des
zygotes chez Phycomyces, deux maltoses differents : maltose
ordinaire de Kahlbaum et un maltose cristallise chimiquement pur de
Schuchardt, nous observons, k notre grande surprise, que les
zygotes se forment abondamment sur le maltose ordinaire, mais
qu'il n'en apparait aucune sur le maltose pur (milieu de Coons).1
Cette observation fut le point de depart de notre etude.

a) Influence sur le developpement vegetatif.
Action comparee des divers sucres, les maltoses y compris.
Milieu : Coons liquide : asparagine 0,s g %«

SO4 Mg 0,s g °/oo

KH2 PO4 1,5 g o/oo

1 Coons, aprds de nombreux essais avec un champignon, compose son
milieu de la fa§on suivante :

MgSO4 + 7 aq.: 2,466 g. in 50 cc. aq. dist. : 1 cc.
KH2 PO4 : 1,36 g. » » » » » ; 5 cc. + 84 cc. aq. dist.
asparagine : 1,33 g. » » » » » : 5 cc.
maltose : 3,eo g. » » » » » : 5 cc.

Nous sommes parti de ce milieu initial, en modifiant, selon les be-
soins, les proportions des constituants.

L'auteur ne donne aucune indication sur la nature du maltose qu'il
a utilise; il indique cependant que pour Pleodomus fuscomaculans c'est le
xylose et le maltose qui conviennent le mieux. II n'est pas impossible que,
sans s en douter, il ait choisi le maltose ä cause de ses proprietes parti-
eulieres, qu'il ne semble pas connaitre.
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Les divers sucres sont utilises en solution —
4

Les cultures sont faites dans des Erlenmayer de 250 cc. en

verre de Jena contenant 15 cc. de solution.
10 minutes

Sterilisation :
110°

Ensemencement avec souches 46 (+), 48 (—) de Burgeff.
Suspension de spores fraiches.
Temperature 18°.

Lumiere du jour.

Resultats, 8 jours.
(Mycelium seche ä 95°; pesee ä la balance de precision, poids en

milligrammes.)

Arabinose Xylose Glucose Galactose

(+) (--) (+) (-) (+) (--) (+) (-)
4 11 6,5 11 5 10

(0) (+ +) (0) (+) (0) (+)

Levulose Mannose Maltose ordinaire Maltose pur

(+) (--) (+) (-) (+) (--) (+) (-)
2 i 12 13 61,5 58,5 35 31

(0) (--) (0) (+ +) (++) (+ + + + + +) (+) (++)

Saccharose Lactose Raffinose

(+) (--) (+) (-) (+) (-)
8 10 — — 7 13

(0) (+) (0) (++)

Rhamnose Inosite

(+) (-) (+) (--)

tres faible developpement sur le fond du vase

(0) aucune Emersion de filaments aeriens.
(+) croüte ä la surface.

(+ + touffe d'hyphes aeriennes de 1 ä 7 cm.

Au quatrieme jour, l'ordre de developpement des cultures
etait .donc le suivant (selon la hauteur du mycelium aerien).



— 98 —

Maltose ordinaire > maltose pur > raffinose "> mannose >
glucose > galactose > saccharose > lactose > xylose > rham-
nose > inosite >.

Au huitieme jour selon le poids sec du mycelium :

Maltose ordinaire > maltose pur, mannose et raffinose >-
glucose et xylose > saccharose et galactose > levulose > rham-
nose et inosite —.

11 y a correspondance approximative entre la hauteur du
mycelium aerien et le poids sec surtout au debut de la serie.

Avec cette paire de souclies, les differences entre les myceliums

des deux sexes se groupent en deux series :

Avec les deux maltoses, le sexe (+) a un mycelium, aerien
plus developpe; malgre cela, un poids plus faible que le sexe (—).
Pour les autres sucres, le mycelium (—) a le poids le plus eleve,
les differences sont moins accentuees. Nous en montrerons plus
tard la raison. Nous insistons sur les differences obtenues avec
maltose qui pour ce couple sont tres regulierement constantes; il
ne s'agit pas d'un caractere accidentel. Pour les deux series, la
difference relative au mycelium aerien est tres nette.

II ressort de cette experience que le developpement eonditionne
par le maltose ordinaire est le plus intense de tout le groupe
(environ 7 fois plus fort que le saccharose).

La difference entre le maltose ordinaire et le maltose pur va
du simple au double; nous verrons, dans d'autres experiences, que
cette difference s'accentue encore; elle est variable, depend de

l'äge et de la qualite des souches ainsi que du degre de purification
du maltose dit crista! lise chimiquement pur.

Action des divers maltoses melanges entre eux.
a) Influence sur le developpement vegetatif.

Milieu de Coons ordinaire.
Erlenmayer de Jena de 100 cc. avec 20 cc. de liquide.

10 minutes
feterihsation

110°

Temperature 20°.
Lumiere du jour.
Souches 46 (+), 48 (—), Burgeff, ägees de 15 jours.
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Poids sec de la culture apres 7 jouis :

1. 2. 3. 4. 5. 6.

Maltose
ordinaire

Maltose pur

10

0

5

0

5

5

0

10

0

5

0

10

(acidifie avec
5 gouttes

H2804^)
10'

g

(+)
57,5

(-)
49,8

(+)
40

(-)
37

(+)
34

(-)
34

(+)<-)
5 4,5

1

i

+K-)
1,5 3,5

(+)
7,5

(-)
5,5

Sur milieu (-(-): myc. aörien formd de pas d'dmersion nulle croüte superficielle
sporangiophores te- part, faible deve- avec rares filaments
nus: pas de gros loppement submer- aeriens.
sp. verts. ge.

Sur milieu (—): beaucoup de gros sporangiophores verts.

Lorsque le poids est suffisamment eleve, on retrouve le memo
dimorphisme de ja constate, poids sec plus eleve en (+) et hauteur

du mycelium aerien plus fort en (—).
Difference enorme entre Paction des deux maltoses (dix fois

environ).
Legere elevation de Paction du maitose pur par son acidification.

Malgre qu'en 3, il y ait melange des deux maltoses ramenant
la quantite totale ä 10 g. °/o, le poids sec est inferieur ä 10 °/o

de maltose ordinaire et meine ä 5 °/o, mais de beaucoup superieur
ä ci'lui des cultures avec maltose pur. On constate que Paction
favorisante du maltose ordinaire (5 g. %>) ajoutee ä 5 g. de maltose
pur, fournit tin poids sec tres voisin de celui de 10 g. de maltose
ordinaire.

b) Influence sur la formation des zygotes.
Comme nous l'avons montre, les affinites sexuelles d'un

couple donne se manifestent avec d'autant plus d'intensite que
le milieu est plus riche en glucide, la dose minimum d'azote etant
presente. Cette observation est valable aussi pour Phycomyces.

Nous repetons les experiences avec les deux maltoses.
Milieu de Coons ordinaire avec 3 #/o d'agar.
Maltose 8 %>.

10
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Exp. avec 20 cc. de milieu.

Temperature 20°.

Lumiere du jour.
Souches 46 (+), 48 (—), Burgeff.
Avec maltose ordinaire : 3 exp. donnent respectivement : 250,

102, 150 zygotes avec un certain nombre de copulations
abortives, mycelium aerien tres developpe; dimorphisme habituel du

mycelium aerien (pour ce couple) en faveur de (—).
Avec maltose pur : 4 exp. ne donnent aucune zygote quoi-

que il y ait contact des myceliums superficiels avec une tres legere

ligne d'inhibition.
Comme cela a ete teilte pour le developpement vegetatif,

nous essayons de melanger les 2 maltoses en vue de preciser leur

influence sur la genese des zygotes.
Milieu de Coons ordinaire avec 3 % d'agar.
20 cc. de milieu par exp.

„ 10 minutes
Sterilisation :

110°

Temperature : 25°.

Obscurite.
Souches, 46 (+), 48 (—), Burgeff.

Maltose ordinaire °/°

Maltose pur %
Au 9m* jour

10

0
400 zygotes env.

5

5

300-320

5

0

230—240 zygotes

I I

nombreuses zygotes abortives

large ligne de copulation ä peu
prfes egale

fort dimorphisme; nombreux gros
sporangiophores verts sur le
milieu

ligne de
copulation plus -6-

troite

Poids du mycelium
aerien arrache (en mg)

(+)
8,9

(-)
24

(+)
9,i

(-)
21

(+)
9

(-)
14
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Les cultures 1 et 2 out exactement la meine teneur en car-
bone; en 2, le nombre des zygotes est sensiblement supeiieur ä
celui de 3, la dose de carbone etant double, mais n'atteint pas
celui de 1, culture avec laquelle elle est pourtant isoearbonee.
II semble que Faction favorisante de 5 grammes de maltose
ordinaire ajoutes au maltose pur (en 2) favorise la genese des zygotes
sans cependant amener cette culture au niveau de 1, composee
uniquement de maltose ordinaire. Une culture temoin, avec malt-
agar, fournit une large ligne de zygotes.

Dans une experience plus complete faite avec des souches
fraiclies (+ et — de Blakeslee) nous avons fait 11 experiences
disposees de la fagon suivante :

Maltose ordinaire 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Maltose pur g. "jo 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Nombre de zygotes
aprfes:

3 jours
4 »

0

0

0
0

15

20

22

40
48

180

112

230
130
300

190
370

300
750

260
680

320
720

Largeur de la ligne
de zygotes en
millimetres 4-5 6-8 8 8-10 8-10 11 12

zygotes söparees

Malgre que la dose de carbone soit identique partout, le
nombre des zygotes progresse regulierement, en fonction de la
teneur en maltose ordinaire. Avec 0 et 1% quelques rares
copulations debutantes qui n'arrivent pas au Stade des zygotes
completes. Confirmation complete des resultats precedents.

Mais il importe de savoir maintenant comment se compor-
tent les autres sucres quant ä leur action sur la formation des

zygotes.
Les milieux sont les monies que pour le maltose et prepares

de la meime fagon avec des souches de memo age. Temperature
25 ä 26°.
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® 123 456 7ß 9 10
Teneur en maltose R.

Fig. 2. Formation des zygotes en fonction de la teneur du milieu
en maltose Kahlbaum.

Apres 6 jours
10 °/o Saccharose :

(4 exp.)

10 °/o Lactose :

(4 exp.)

10 °/o Galactose :

(4 exp.)
10 °/o Glucose :

10 °/o Levulose :

(3 exp.)
10 #/o Raffinose :

(1 exp.)

Developpement en surface, peu dense; tres
faible mycelium aerien; pas de ligne dc

reaction; pas de copulation.

Mycelium aerien assez developpe sur le sexe

(—). Dans un des vases, tres faible ligne de

reaction avec quelques copulations
debutantes : 1 zygote formee.

Tres faible mycelium aerien, aucune ligne de

copulation.
idem,

idem.

Faible mycelium aerien sur le sexe (—); faible
ligne de reaction; quelques debuts de
copulation qui ne se developpent pas.
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10 °/o Mannose : Tres faible mycelium aerien; pas de ligne de

(1 exp.) reaction.
10 °/o Rhamnose : idem.

(1 exp.)

Dans toutes les experiences les myceliums des 2 sexes ar-
rivent en contact.
10 °/o Xylose: Tres mauvais developpement, pas de contact

(1 exp.) entre les 2 myceliums.

Un controle avec malt-agar 3 % fournit d'abondantes zygotes.
A part le lactose et le raffinose avec lesquels de tres faibles
affinites sexuelles se manifestent, aucun des autres sucres,
employes pourtant dans les meines conditions que le maltose
ordinaire, ne fournit une trace de zygotes. II n'est done pas exagere
de parier de la position exceptionnelle du maltose ordinaire taut
au point de vue du developpement vegetatif qu'au point de vue
de la sexualite; il importe de preciser les proprietes de ce sucre.

Remarquons que les lignes de zygotes obtenues sont aussi

larges que celles produites sur malt-agar, mais le nombre des

zygotes est plus restreint.

c) Examen des divers maltoses utilises.

Les maltoses utilises precedemment sont :

1. Maltose Kahlbaum, Berlin-Adlershof.
2. Maltose chimiquement pur, cristallise, Schuchardt, Görlitz.

Nous avons fait des essais comparatifs avec :

3. Maltose pur cristallise de Schuchardt.
4. Maltose cristallise de Merck.
5. Maltose technique de Merck.

Dans une serie comparative, le sucre etant ä 10 °/o, nous cons-
tatons que seul le maltose de Kahlbaum fournit des zygotes d'une
uianiere normale, avec un abondant developpement du mycelium
aerien. Les autres echantillons de maltose sont ä peu pres inactifs
ä ce point de vue.

II y a done difference du tout au rien suivant l'origine et
probablement le mode de preparation de ce dissaccharide. Le maltose

technique de Merck süffisant ä lui seul k couvrir tous les
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besoins du champignon, comme on pouvait le prevoir, sera eli-
mine des experiences.

Teneur en azote des divers maltoses.
Les differents echantillons de maltose sont analyses par la

methode de Kjeldahl (ordinaire ou microkjeldahl). Les taux sont
les suivants :

Kahlbaum ordinaire 0,4974 %> N.1

B. D. H. ordinaire (The British Drug Houses) 0,4915 % N.2

Schuchardt cristallise chim. pur inappreciable
Merck cristallise idem

II ressort qu'avec l'echantillon de maltose Kahlbaum, on
introduit une quantite appreciable d'azote. (Voir plus loin les

teneurs en azote des maltoses que nous avons purifies.)

Acidite des divers maltoses.
Nous avons eu l'idee d'examiner l'acidite des solutions de

maltose seul, qui theoriquement, doivent etre neutres. Un essai

preliminaire montre que sauf le cristallise chimiquement pur de

Schuchardt qui donne une reaction neutre, tous les autres four-
nissent, avec de l'eau distillee neutre, une solution plus ou moins
fortement acide. Les acidites ont ete titrees avec de la soude deci-
ou centinormale.

Des quantites croissantes de maltose Merck sont dissoutes
dans 50 cc. d'eau distillee.

1 2 3 4 5 6 grammes.
I565 3,to 5,50 7,30 9,10 cc. NaOH N/10

La courbe obtenue est reguliere; pour une quantite donnee
de maltose, cette acidite peut etre calculee. Elle est naturellement
liee a la qualite du produit livre et peut tres bien varier pour une
meme fabrique.

Des mesures comparatives donnent les resultats suivants :

Merck technique 9,10 cc. NaOH N/10
Kahlbaum ordinaire 9,90 cc. idem N/100
Merck cristallise 3,20 cc. idem idem
Schuchardt cristallise 6,10 cc. idem idem

1 4,345 mgr. correspond ä 0,02 cc. de N. 710 m/m et 23° C.
2 4,320 mgr. correspond ä 0,02 cc. de N. 710 m/m et 23° C.

(microkjeldahl).
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Le milieu mineral de Coons, sans adjonction de maltose, est

lui-meme acide; nous avons effectue des mesures comparatives

avec le maltose dissous dans ce milieu (non sterilise). (MgSO4

1 g. °/00; KH2 PO4 1 g. 700; asparagine 2 g. 700.)

50 cc. milieu seul 50 cc. + 5 g. maltose Kahlbaum

cc NaOH
134 cc. 142 cc.

N/100

La difference, 8 cc., se rapproche sensiblement du chiffre
fourni par le maltose ordinaire seul.

La presence d'une acidite aussi considerable peut etre due

soit au mode de preparation, soit ä la substance qui fournit le

maltose en question. Les diverses fabriques de produits chimiques

auxquelles nous nous sommes adresse nous ont donne les reponses

suivantes :

1. Kahlbaum r Hydrolyse de la farine de pomme de terre it

l'aide de la diastase du malt d'orge.
2. Merck : Action de ferment avec amidon et malt.
3. Schuchardt : Action de la diastase sur l'amidon et cristalli-

sations successives a l'aide d'alcool.

Nous transcrivons exacteinent les donnees transmises par les

fabriques. Nulle part, on n'utilise l'hydrolyse par acide de l'amidon,

mais uniquement Taction de la diastase.

La diastase, par elle-meme, en supposant qu'il en reste des

traces dans le produit final ne peut fournir ä ce dernier son
acidite quoiqu'en fausse solution dans l'eau, eile fournisse une reaction

assez fortement acide.

50 cc. eau distillee +1 2 3 g. diastase Merck

18,6 39 74 cc. NaOH N/100

Malgre cette acidite, la quantite dont on peut supposer la

persistance est trop petite pour conferer au maltose son acidite.

Mais les diastases ont leur optimum d'action en milieu acide (cf.

Funke (1922) pour la diastase d'Aspergillus)-, l'optimum a pu,

pour certaines d'entre elles, etre fixe entre pH 3,5 et 5,B. II n'est

done pas impossible que cette acidite creee en vue d'accelerer

l'hydrolyse persiste ä l'etat de traces dans le produit final.



— 106 —

Teneur des divers maltoses en matieres
minerales.

D'apres les renseignements fournis par Kahlbaum, le maltose
de cette fabrique contiendrait toujours des petites quantites de
sodium, de chlore et parfois de calcium; l'origine de ces elements
pourrait Otre la porcelaine de la capsule employee; si nous exa-
minons la composition minerale des substances servant de materiel

de depart pour la fabrication du maltose, c'est-ä-dire le malt
et l'amidon, nous trouvons un certain nombre d'elements qui, a
l'etat de trace, pourraient persister jusque dans le produit final.

a) Kahlbaum ordinaire 0,16 — 0,lo — 0,O95 %
b) Merck cristallise 0,20 %
c) Schuchardt cristallise 0,175 °/o

d) Schuchardt cristallise chimique pur 0,15 °/o

e) Poulenc pur 0,0, %>

f) B. D. H. o,19 %
Teneur variable mais certaine de cendres, dont nous verrons

plus loin si elles doivent intervenir dans l'explication de Taction
particuliere du maltose Kahlbaum et si leur taux peut etre modifie
par purification de ce sucre.

L'analyse atteste que ces cendres ne contiennent ni cuivre.
ni zinc. La question du cuivre a son importance : on sait que
certains ions metalliques exercent sur le developpement de certains
microorganismes, une action catalysatrice; nous l'avons montre
pour le cuivre chez Mticor hiemalis.

Examen des divers echantillons de maltose
en lumiere ultra-violette.

L'examen de la fluorescence ultra-violette de substances
chimiques donne souvent d'interessants renseignements quant ä
leur purete.

Tous les echantillons de maltoses commerciaux — en poudre
fine — donnent sous l'ultra-violet, une teinte violet-blanc ecla-
tante (Poulenc, Schuchardt, Merck, B. D. H.). Par contre le maltose

de Kahlbaum, en poudre fine, donne une teinte violet-
noirätre, tres differente des precedentes. Cette modification de
teinte en U.V. ne nous donne aucun renseignement precis mais
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nous indique qu'il y a « quelque chose » de different entre les
maltoses commerciaux cites et celui de Kahlbaum qui pourrait
Otre en relation avec l'activite particuliere de ce dernier.

La lampe utilisee est une lampe Hanau, ä lumiere filtree
(3000—4000 A.).

4. Recherche d'une hypothese expliquant Taction particuliere
du maltose Kahlbaum.

a) Influence possible de l'acidite.
Pour Mucor hiemalis {Schopfer, 1928) nous avons montre

que l'optimum pour la formation des zygotes se trouve au voi-
sinage du point neutre.

Avec Phycomyces, sur un milieu de Coons et en utilisant les
solutions tampons de Sörensen, nous constatons qu'un pH de
4 k 5 est favorable ä la formation des zygotes (de 300—400); ä

pH 8, leur genese est diminuee fortement ou mSme nulle.
line experience analogue est faite en ce qui concerne le

developpement vegetatif. Un milieu de Coons liquide avec 10 °/#

de maltose est alcalinise avec de la potasse diluee.
Apres 5 jours : poids sec du mycelium en mg.
Souclies 46 (+), 48(—), Burgeff.

pH 4,5 6 6,5 7—7,3 8
81 31,5 25 24 13

II y a done forte diminution du developpement vegetatif
lorsque l'alcalinite augmente (plus du double en passant de
4,5 ä 8).

Nous pouvons done conclure qu'une certaine acidite possede
une action accelerante sur la formation des zygotes de Phycomyces,

mais qu'en aueun cas, eile n'intervient comme facteur principal

dans Faction particuliere du maltose Kahlbaum. D'autre
part, un autre argument defavorable ä cette these peut encore etre
deduit : le milieu de Coons est acide; l'acidite supplementaire.
amenee avec le maltose est tres faible comparee ä celle du milieu
de Coons : 8 cc. contre 134 cc. NaON N/100. II est difficile d'ad-
mettre qu'une si minime quantite en surplus suffise ä declancher
une formation de zygotes aussi intense que celle que la culture
avec maltose ordinaire nous montre; l'hypothese de Faction unique
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de l'acidite est done eliminee. On peut tout au plus dire que
Taction favorisante du maltose K. est exaltee par une certaine
acidit6.

b) Influence possible de Vazote supplementaire introduit avec
le maltose K.

La quantite d'azote jointe au maltose K. semble ä premiere
vue süffisante pour augmenter sa ration alimentaire et par ce

fait permettre une production plus intense des zygotes. Quelques
experiences, effectuees avec des milieux ä base de maltose sans

action speciale (Poulenc) auquel est ajoutee une certaine quantite

d'azote supplementaire, ne nous ont pas permis d'obtenir une
recolte de zygotes beaueoup plus forte que le temoin. D'autre
part, le seul fait que le maltose B. D. H. contient autant d'azote

que celui de Kahlbaum, et qu'il est sans action particuliere,
montre bien que ce n'est pas par sa quantite, sa masse, qu'il agit,
qu'il ne constitue pas un aliment supplementaire au sens propre
du mot et qu'il faut chercher ailleurs.

c) Influence possible d'une augmentation de la pression
osmotique par la presence de matieres minerales contenues dans
le maltose de Kahlbaum.

Orban (1919) et nous-meime (1928) avons montre qu'une
augmentation de la pression osmotique peut, par un mecanisme

encore inexplique, accroitre le nombre des zygotes se formant
sur un milieu donne. Mais ici, la teneur en cendres est si faible
qu'elle ne peut donner lieu ä une augmentation appreciable de

la pression osmotique.

d) Influence possible d'un element agissant comme infini-
ment petit chimique.

Comme nous l'avons indique precedemment les constituants
des cendres sont surtout : Na., CL, Ca. Aucun de ces elements ne

possede une activite catalysante analogue ä celle des metaux
signales en enzymologie. Nous n'avons pas encore effectue une
analyse complete des cendres du maitose de Kahlbaum; nous
nous contentons des donnees fournies par Kahlbaum et des

deductions que nous pouvons tirer de la composition minerale du
malt et de l'amidon de pomme de terre. II nous est done impos-
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sible d'eliminer completement cette hypothese quoique, a priori, eile
sembie peu probable. On conna.it Faction des traces de manganese
sur la formation des spores chez Aspergillus, Faction accelera-
trice du zinc et du fer, ä petites doses sur la croissance et la
respiration d'Aspergillus (Raulin); mais Faction dont il est question

dans notre cas est d'une nature toute differente : il s'agit
d'une influence sur les myceliums de deux sexes et non pas sur
le metabolisme global, mais sur le moment particulier du meta-
bolisme en relation avec le declanchement des affinites sexuelles.
Dans une serie d'experiences nous avons calcine 50 g. de maltose

Kahlbaum; les cendres obtenues sont ajoutees en proportions
variables ä des milieux ä base de maltose purifie sans action
speciale. Dans un seid cas, nous avons obtenu une tres faible
formation de zygotes qui n'est en aucun cas comparable avec ce

que l'on obtient en utilisant le maltose K. On ne peut invoquer
Faction d'un catalyseur metallique, du moins ä l'etat dans lequel
il se trouve dans les cendres du maltose.

Nous laissons done cette hypothese de cöte pour le moment.

e) Action possible d'une trace de diastase.

Des renseignements confidentiels fournis par la maison Kahl-
baum, il resulte que la persistance d'une trace de diastase ayant
garde son activite, est possible. Mais le seul fait que nos milieux
sont sterilises entre 115° et 120°, enleve toute probability ä

l'hypothese d'une action de la diastase.

f) Presence possible d'une substance active de nature et
d'action vitaminiques.

Par elimination, nous en arrivons a cette derniere hypothese
que nous essayerons de justifier. A priori, elle ne parait pas injus-
tifiable. Cette substance pourrait provenir du malt qui en est
riche et persister grace ä la temperature assez basse ä laquelle
les operations d'hydrolyse sont effectuees au cours de toute la
preparation du maltose jusque dans le produit final. Elle serait
de nature organique1 et azotee et constituerait au moins une
fraction de l'impurete azotee que nous avons trouvee jointe au
maltose K. Elle serait tres thermostable, puisque son action per-

1 Puisque detruite par la calcination.
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siste apres une sterilisation ä 120°. Malgre une eertaine confusion
et une indiscutable contradiction, qui existent entre les travaux
qui ont traite de Taction de substances actives sur les micro-
organismes (bacteries et champignons), cette action est eertaine.
S'agit-il de vitamines aussi caracterisees — si Ton peut dire —
que celles qui agissent sur les animaux superieurs On ne peut
l'affirmer; dans certains cas, il s'agit, semble-t-il, de la meme
substance, dans d'autres, eile parait dissemblable. L'etude de l'im-
purete jointe au maltose K. permettra peut-etre d'apporter un
eclaircissement ä la question.1

Avant d'effectuer l'etude de cette impurete supposee, nous
avons fait agir quelques substances connues qu'ou pouvait
priori faire intervenir.

Hordenine. A part les substances banales, on sait que le
germe de malt contient des quantites appreciables de cette amino
(cf. Tanalyse de Yoschimura, 1911). On peut supposer que le
malt intervenant dans la fabrication du maltose, une trace de
cette amine persiste jusque dans le produit final en lui conferant
une activite particuliere.

Milieu de Coons ordinaire avec 10 °/o de maltose Merck. Adjonction
de sulfate de horddnine (Hoffmann-Laroche) en petite quantite.

Tßmoin Kahlbaum
2 essais

Merck tümoin 2

essais

Merck-1-hordenine
non stdrilisd 2

essais

Merck et horde-
nine —stdrilisd

Large ligne de
zygotes, fort
develop. vdget.

Zygotes 2—2
Faible ligne de

reaction

Zygotes 12—8
Faible ddvelop. du

mycelium aerien

Zygotes 13

1 Notre hypothese nous parait plausible par le fait que Pringsheim
indique recemment une methode de preparation du maltose qui donnerait.
parait-il, un rendement de 100%; il s'agit de l'adjonction ä la fecule et
ä la diastase du malt d'orge, de ce que l'auteur appelle : le complement -
levure (Hefe complement); s'agit-il, peut-etre, d'un corps de nature vita-
minique permettant ä Taction diastasique de se manifester plus complete-
ment Si la fabrique Kahlbaum —• qui ne nous a pas renseigne sur ce
point — emploie la methode de Pringsheim, le probleme serait resolu;
une substance active de la levure, persistant dans le maltose, serait la
cause de son activity particuliere.
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Conclusion : Dans les conditions de nos experiences, la hor-
denine est sans action.

Des essais effectues avec d'autres amines : tyramine, chlor-
hydrate et glucosamine, de betai'ne, de choline, donnent les memes
resultats negatifs : absence de zygotes, tres faible developpement
vegetatif. La betai'ne semble avoir une action toxique : les
cultures qui en contiennent une petite quantite ne donnent aucune
germination de spores.

* *
*

(La deuxieme partie et la bibliographie de ce memoire paraitront
dans le prochain fascicule du bulletin.)


	Recherches expérimentales sur la formation des zygotes chez Phycomyces blakesleeanus : influence des substances vltaminiques

