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Recherches expérimentales
sur la formation des zygotes chez Phycomyces
blakesleeanus.

Influence des substances vitaminiques.

Par W.-H. Schopfer, Privat-docent a I'Université de Geneve.

Ce travail fait partie d'un ensemble de recherches effectuées en
1930, a l'Institut de physiologie végétale de 1'Université de Berlin, auprés
du regretté Professeur H. Kniep. Nous adressons & la mémoire de ce
savant un respectueux et reconnaissant hommage. Nous remercions vive-
ment la fondation Rockefeller pour l'aide qu’elle nous a accordée.

- Phycomyces, la Mucorinée qui nous a servi de reactif pour les
présentes recherches, a été étudié quant & sa physiologie morpho-
logique et & sa génétique par H. Burgeff (1914) qui lui a con-
sacré plusieurs importants travaux. Sa croissance rapide, la grande
dimension de ses zygotes en font un matériel expérimental 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 évidence
Iinfluence particuliére d’un constituant chimique défini. Comme
probléeme de départ, nous nous sommes proposé d’appliquer a
Phycomyces les mémes méthodes que pour Mucor hiemalis, a
savoir : partir d’'un milieu de culture aussi défini que possible au
point de vue chimique, faire varier réguliérement 'un des consti-
tuants afin d’observer quantitativement et qualitativement son in-
fluence, rechercher surtout I'influence du carbone (sucre) et de
carbone

Vazote (asparagine), de méme que celle du rapport :
: ' " azote
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Notre matériel nous a été fourni par le Professeur H. Burgeff,
de Wiirzburg, qui nous a trés aimablement fait parvenir 24 souches
de Phycomyces blakesleeanus choisies parmi 5 générations issues
d'une seule zygote de départ. Le professeur H. Kniep nous a
donné deux souches de P. blakesleeanus et deux de P. nitens. Ce
matériel a été complété par deux souches de ‘P. blakesleeanus
livrées par le Dr F.Blake sle e de Washmgton Nous adressons
‘& ces savants tous nos remerciements. s iy

Il y a intérét, dans une étude de ce genre, & travailler sur
des souches variées, de provenances géographiques diverses, afin
de se rendre compte s’il existe des manifestations physiologiques
caractéristiques d'une race, d’'une souche particuliére et non pas
seulement liées & I'espéce; souvent, cette spécificité physiologique
de souche a été constatée en mycologie physiologique.

Nous avons presque toujours travaillé avec Phycomyces
“blakesleeanus; comme Burgeff 1’a montré, cette espéce est dis-
‘tinete du Phycomyces nitens classique et a souvent été confondue
avec elle. Les différences portent surtout sur la forme et les di-
mensions des spores; cependant les deux espéces se croisent faci-
lement et donnent des zygotes bien développées.

1. Morphologie de la formation des zygotes.

Les sexes (+) et (—) étant ensemencés sur malt-agar & quel-
ques centimétres de distance, la croissance se fait normalement.
Il y a isogamie parfaite entre les deux progamétanges de la

- zygote; ils sont frequemment remplis d’'une graisse a laquelle est

jointe de la carotine (décelée par la méthode de microsaponifica-
tion de Molisch). Toutes les souches, méme de sexe opposé et
bien défini, ne sont pas aptes — sur le méme milieu — & fournir
‘des zygotes. Nous retrouvons avec Phycomyces les mémes faits
observés précédemment avec deux couples de Mucor hiemalis : il
existe des couples de souches qui fournissent une abondante ré-
colte de zygotes et d’autres avee lesquels les affinités sexuelles se
manifestent d’une maniére beaucoup- plus restreinte (cf. Wesen-
‘donck 1930). Il se pourrait fort bien que le méme milieu nutritif
ne convienne pas également & tous les couples De toutes fagons, il
faut, &tre .prudent lorsqu’on n’obtient pas de zygotes avec un



Fig. 1, Divers stades de la formation de la zygote chez Phycomyces.

couple donné et rechercher avant tout si une modification. du
milieu n’aménerait pas les souches & un état dans lequel les
affinités sexuelles se manifesteraient d’'une maniere plus intense.

La durée de la formation des zygotes (sur malt-agar, tempéi '
rature extérieure 18° env.) est de 7 4 10 jours; des le quatriéme
jour on peut observer des débuts de zygotes. -

Parfois, pour des causes mal determmees qui doivent relever*_
tant de létat génétique et de Iépuisement des souches que -dul
milieu nutritif, la formation des zygotes avorte; malgré un contact
des hyphes de sexe opposé, la zygote ne se forme ou ne s’agran-
dit pas; la ligne de contact apparait macroscopiquement sous
forme d’une ligne blanche; fréquemment dans ce cas, les proga-
métanges donnent naissance & des hyphes: vegeta,twes et parfois
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a de petits sporanges. Souvent aussi, dans une ligne de zygotes
normales, on en trouve un certain nombre qui ont avorté; celi
dépend des souches utilisées.

Nous avons effectué l'examen cytologique des zygotes. Sur
des coupes de 6—12 microns, faites sur des zygotes a divers
stades de maturité, nous avons observé de nombreux noyaux de
petites dimensions (1 & 3 microns). La coloration est faite avec 1’hé-
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 I'’hématoxyline; la
figure rappelle une mitose; peut-étre s’agit-il 13 des deux chromo-
somes de Moreau ?

2. Conditions de formation des zygotes.

Le milieu le plus fréquemment utilisé est le malt-agar (malt
3 %, agar 1% %); riche 4 la fois en substances nutritives (surtout
hydrates de carbone) et en vitamines, il permet un développement
intense du champignon et une abondante formation de zygotes..
La température optima va de 15 & 20°; au-dessous de 15° C, la
formation des zygotes est trés ralentie.

@) Malt variable Agar constant : 1,5 g.% — Souches (+)

et (—) de I'l. P.2  Stérilisation 1 Baiton, Obscurité. Tempéra-.

ture 18°, : 1159

Teneur en malt . . 10 5 255 | 1,5 | O | 034 | 0,67 0

Zygotes aprés H jours 600 260 94 75 45 | 20 B tafy
Largeur de la ligne ‘ '
de zygotes apres ;
d jours (em. mm.) |7—S8  4—5 | 3—4 | SO 1% L

Zygotes aprés 8 jours oo | 900 | 480 | 295 | 104
| o]

1| | -
Zygotes apres7jours | 1200 560 @ 320 | 21 | 104 50 | 82 | 0
55 | 82 | 0

(Le signe oo indique des zygotes trés nombreuses impos-
sibles & dénombrer.)

* Le malt est fourni par Kahlbaum. :
* L P. signifie : souches de I'Institut de physiologie végétale de Berlin.
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Une trés petite quantité de malt suffit & la formation de quel-
ques zygotes; il y a proportionnalité entre la teneur en malt et le
nombre des zygotes. Plus la teneur en malt est. élevée, plus est
grand le temps nécessaire & la genése de toutes les zygotes que
ce milieu pourra fournir.

La densité de la culture aérienne va croissant avec la teneur
en malt. _

Orban (1919), cultivant la méme espéce sur du biomalt-
agar trouve les chiffres suivants :

Blomalt -« 0L e Yo Yo e g b Mg A fae 9
Nombre des zygotes 92 67 53 39 20 12 4

b) Agar variable. Malt constant.
Mémes conditions d’expérience que précédemment.

_ 10 minutes
Teneur en malt : 3 %. Souches I. P. Stérilisation w—ﬁsy_
Teneur en agar . . 5% 2,5 1,25 0,65 0,34 0,17 0

Zygotes apres 6 jours . | 600 | 390 320 | 200 | 140 65 = 0

7 milien trés fluide
Largeur de la ligne de

apgaten . o i Gmm 5 ald e

Ly | R

|

Nous ne pensons pas qu'il s’agisse d'une action chimique de
I'un des constituants de agar, mais plutdot d’une action physico-
chimique : densité et cohésion du milieu, de méme qu’augmenta-
tion de la pression osmotique due aux colloides du milieu. Le
mécanisme de cette action est d’ailleurs difficile & préciser.

Cette expérience prouve la nécessité, lorsqu’on étudie 1'in-
fluence d’'un constituant défini du milieu sur la formation des
zygotes, de conserver une teneur en agar trés constante; sans
cela une cause d’erreur trés importante est introduite.

c¢) Influence de Z’épaz'sseur de la couche d’agar.

Mémes conditions d’expérience que précédemment. Malt-agar
(malt 3 %, agar 2 %) Souches Burgeff, 46 (+), 48 (—). Sterlhsa-

15 ‘
tion i il Obscurlte Température 20° C.

135°




_Epaisseur de la couche de milien S 1—1'mm | 3 4 b

Nombre de zygote,s aprés T jours <. el 1800 190

Cette action de ’épaisseur du milieu est facile & comprendre :
avant d’arriver en contact & leurs extrémités, les filaments des
deux sexes plongent assez profondément 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 expérience prouve la nécessité de ne pas utiliser une
couche d’agar d’épaisseur trop faible, ou tout au moins de main-
tenir une épaisseur identique dans tous les essais d’une série, afin
de pouvoir les comparer. Il est probable qu'a cette action méca-
‘nique de I’épaisseur du milieu s’ajoute au531 I'action de la quantlte
fabsolue de substances nutritives. ; 3

d) Influence du maltose variable. 7

Mémes conditions d’expérience que précédemment. Milieu
de Coons: KH*PO* 1,°%0; MgSO* 0, °/eo; asparagine 1 °foo,
‘maltose de Kahlbaum (de 3 & 20 /). g

W i o 15 minutes :
Stérilisation : . Obscurité. Souches 1. P.
: 115°
| Teneur en maltose . .| 0 | Ops | 125 | 2 5 10 |20g o0

Nombre de zygotes aprés:

5 jours 0 0 0 0 9 — 0
6 > 0 0 0 1 9 — 20
T 0 0 0 - S e 60. .
9 > 0 1 1ol s e ) 800
11 > 0 1 1 86 | @) | — 340
16 » 0 1 i x 180 | (21) — 390

 ‘La teneur maximum en maltose (20 °/y) a été choisie volon-
talrement faible (au lieu de 10 °v habituel) afin d’observer les
variations de nombre de zygotes pour des petites modifications
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du milien. Comme pour Mucor hiémalis, il y a augmentation du
nombre des zygotes avec une élévation de la teneur en sucre.
(La série de 5 g.%,, est un accident : couche trop minece de
milieu ) Ces résultats sont valables avec la teneur utilisée en
‘asparagine. ‘ ' Fes

~ Notre notion du rapport w semble's"ap‘pliquer éga-
e azote - \ :
lement pour Phycomyces: plus la dose d’asparagine est élevee
— Jusqu’a une certaine limite — plus la dose de maltose doit

étre forte, si I'on veut obtenir une formation normale de zygotes.
Les faits que nous signalons plus loin constituent une confirma-
tion indirecte de cette hypothése.

e) Influence de la gélatine.

Le Professeur H. Kniep nous avait signalé qu’il était imp’bs—
sible d’obtenir des zygotes avec Phycomyces croissant sur un
milieu gélatinisé. Partant de son observation, nous avons vérifié
le fait en cherchant & le faire cadrer avee notre hypothése.

Milieu : malt 3 %o; agar 2 °o; gélatine en quantité croissante
' 15 minutes

108°
18°. Souches : 46 (), 48 (—) Burgeff.

- Obscurité. Température

(de '/, a 4°%o0) Stérilisation.

deneur-en gelatine . oL ln i 0 1/2 1 2 4%

- Zygotes apres: : T
&g s ek e e i ol A0 S 1R s
Toow st ad e U G e L 180 5 20l s 190 80

Il y a donc décroissance nette du nombre de zygotes avec
Paugmentation de la teneur en gélatine, mais en méme temps
augmentation extraordinaire de I'intensité du développement végé-
tatif. Avec 4 %o de gélatine, les sporangiophores verts sont épais,
en masse serrée, tels que nous ne les avons obtenus dans aucune
autre culture. L’adjonction de gélatine constitue donc un moyen
intéressant pour dissocier . dans les cultures le développement
végétatif eliles phénomenes de la sexualité. 11 n’est pas nécessaire
que le premier soit trés fort pour que la sexualité se manifeste.
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La gélatine, employée a des teneurs plus élevées, substitue
entiérement I'agar.

NMalt. 8 s Gelating de 10-3 80% Biiriliation o HBUwEE,

Souches : 46 (4), 48 (—) Burgeff. 105°

Teneur ‘en gélatine'. " .\ . . . 5. o 10°% | 20% 30 °/o

Nombre de zygotes aprés: |
BABENE. e A gl e ek 2 0 :
| SRR RO NS e s e - SN 60 |- O 0

)

Méme observation que précédemment en ce qui concerne le
développement végétatif qui, en ’absence de toute zygote, est ex-
trémement fort avec 30 %o de gélatine. :

Nous observons aussi une augmentation de l'alcalinité finale
du milieu avec une teneur croissante en gélatine. (1™ expérience.)

Teneur en gélatine . . . . . . . 0 12 il 4%

pH. final . . . . . . o0 . . . |benv.|Tenv.| s 8 {8Ez

Nous nous sommes demandé également si I'un des sexes seul
croissant sur milieu gélatinisé, la formation des zygotes serait
empéchée.

Milieu : Gélatine 20 %o, Malt 3% (Agar 2% & la place de
gélatine). Lumiére. Température 18°,

Souches 46 (+), 48 (—) Burgeff.

Les milieux gélatinisés et agarisés sont préparés séparément,
coupés et interchangés.

Les ensemencements se font sur les milieux coupés et pré-
parés; ils sont rapprochés de facon que les deux myecéliums se
trouvent au bord en méme temps.

En aucun cas, nous n’avons observé de zygotes sur la zone
de contact, quel que soit le sexe croissant sur la gélatine. Le
mycélium croissant sur gélatine présente sur le milieu une ramifi-
cation coralloide typique avec de nombreuses chlamydospores.
Les- sporangiophores sont fortement colorés et epaissis.
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Cette inhibition disparait si I'on repique le champignon sur
un milicu sans gélatine. Deux fragments de mycélium (+ et —)
sont placés sur un milien malt-agar normal. Croissance normale
du myecélium; & la zOne de contact, il se forme de nombreuses
grosses zygotes, normales.

Interprétation de ces résultats :

La gélatine contient une trés forte proportion d’azote (glu-

tine) assimilable; utilisée seule, elle peut servir & la nutrition des
microorganismes. Sa valeur nutritive est cependant faible. Sous
son aspect commercial, elle contient une proportion assez notable
de HNO?® (Pétri). En la purifiant selon la méthode habituelle, nous
n’avons pas obtenu des résultats différents de ceux que donne la
gélatine non purifiée.

Nous pensons que c’est l'introduction dans le milieu d'une
trés forte proportion d’azote qui doit inhiber la formation de
zygotes. Cette teneur en azote est en disproportion avec la dose
d’hydrate de carbone presente dans le malt. Le rapport carhions

azote
doit &tre diminué de telle fagon que les manifestations des affi-
‘nités sexuelles soient rendues impossibles. Des expériences effec-
tuées avec des milieux a4 base de maltose et de gélatine, mon-
trent également avec des teneurs élevées en gélatine, la méme
inhibition.

En ajoutant au milieu malt-agar, des peptones au lieu de
oélatine, on observe les mémes phénomenes d’inhibition sexuelle.

1

Teneur en peptones . . . . . 0 Yy g 2 0/

Nombre de zygotes aprés b jours 180 54 19 0

(Milieu malt-agar, avec 1% de malt.)

Ces expériences préliminaires précisent quelques-unes des
conditions de formation des zygotes et serviront & comprendre
I'action des substances actives qui sera étudiée plus loin.



3. Etude de P'action du maltose et de ses impuretés.

- Au cours de nos recherches sur Mucor hiemalis, en étudiant
Iinfluence du milieu nutritif sur la formation des zygotes et sur
la croissance (hauteur du myecélium et poids sec de la culture)
nous avons plusieurs fois été frappé par le fait que la glucose
et le maltose donnaient des résultats sensiblement différents
(1926). Nous n’avons pas alors prété d’attention & ce phénoméne.

Il est évident qu’il peut y avoir des raisons d’ordre chimique,
stéréochimique pour que saccharose et maltose ou glucose et
lévulose fournissent des résultats différents et ne soient pas uti-
lisés de la méme fagon par une méme race. Mais on voit difficile-
ment comment expliquer une différence forte observée entre deux
sucres voisins employés & dose isocarbomnée, toutes les autres
conditions étant égales. Le champignon produisant probablement
la maltase et hydrolysant le maltose dans le milieu de culture, les
deux sucres utilisés doivent avoir la méme valeur nutritive.

D’autre part, en employant pour étudier la formation des
zygotes chez Phycomyces, deux maltoses différents : maltose ordi-
naire de Kahlbaum et un maltose cristallisé chimiquement pur de
Schuchardt, nous observons, 4 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 Coong).*
Cette observation fut le point de départ de notre étude.

a) Influence sur le développement végétatif.

Action comparée des divers sucres, les maltoses y compris.
Milieu : Coons liquide : asparagine 0,5 g %o

SO* Mg 0,3 g °/o0

KH?* PO* 1,5 2 */o0

* Coons, aprés de nombreux essais avec un champignon, compose son
milieu de la facon suivante : ‘ :
MgSO*+7 aq.: 24 g. in 50 ce. aq. dist.: 1 cec.

KW PO : lse g » > > »  » : bee.+ 84 co aq. dist.
asparagine il g e U o v B ge :
maltose : 3,60 AR S e T S » 1 D ece.

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 utilisé; il indique cependant que pour Pleodomus fuscomaculans c'est le
xylose et le maltose qui conviennent le mieux. Il n’est pas impossible que,
sans s'en douter, il ait choisi le maltose & cause de ses propriétés parti-
culiéres, qu’il ne semble pas connaitre.
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Les dwers sucres sont utlllses en solution —

 Les cultures sont faites dans des Erlenmayer de 250 ce. en_'
verre de Jéna contenant 15 cc. de solution.
10 minutes

110°
Ensemencement avec souches 46 (+), 48 (—-) de Burgeff.
Suspension de spores fraiches.
Température 18°.
Lumiére du jour.

Stérilisation :

Résultats, 8 jours.
(Myecélium séché & 95°; pesée & la balance de précision, poids en
milligrammes.) '

Arabinose Xylose Glucose Galactose
-+ ) ) gt +) {orr] -+ i
: 4 11 6,5 11 5 10
(0) ) () +) (0) )
Lévulose Mannose Maltose ordinaire Maltose pur
(+) eaz -+ {ed (+) (=) () ]
2 9 12 13 61, 58,5 3b 31
(0 =) (O] & n 8 e S ot R G e e o g 0 B G e )
Saccharose Lactose Raffinose
+) b0 +) (—) ) )
8 10 — — 7 13
© t oD . ) -+
Rhamnose Inosite
H () (+) 1
: tres faible développement sur le fond du vase -

(0)
+)
A )

Au quatriéme  jour, 'ordre de developpement des. cultmes
était donc le suivant (selon la hauteur du myecélium aérien). .

aucune émersion de ﬁlaments aerlens
crofite & la surface.
touffe d’hyphes aériennes de 1 &4 7 em.

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

Au huitieme jour selon le poids sec du mycélium :

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

II y a correspondance approximative entre la hauteur du
mycélium aérien et le poids sec surtout au début de la série.

Avec cette paire de souches, les différences entre les mycé-
liums des deux sexes se groupent en deux séries :

Avec les deux maltoses, le sexe () @ un mycélium aérien
plus développé; malgré cela, un poids plus faible que le sexe (—).
Pour les autres sucres, le mycélium (—) a le poids le plus élevé,
les différences sont moins accentuées. Nous en montrerons plus
tard la raison. Nous insistons sur les différences obtenues avec
maltose qui pour ce couple sont trés réguliérement constantes; il
‘ne s’agit pas d'un caractére accidentel. Pour les deux séries, la
différence relative au mycélium aérien est trés nette.

Il ressort de cette expérience que le développement conditionné
par le maltose ordinaire est le plus intense de tout le groupe
(environ 7 fois plus fort que le saccharose).

La différence entre le maltose ordinaire et le maltose pur va
du simple au double; nous verrons, dans d’autres expériences, que
cette différence s’accentue encore; elle est variable, dépend de
Page et de la qualité des souches ainsi que du degré de purifica-
tion du maltose dit cristallisé chimiquement pur.

Actiondes diversmaltosesmélangésentre eux.
a) Influence sur le développement végétatif.

Milieu de Coons ordinaire.
Erlenmayer de Jéna de 100 ce. avec 20 ce. de liquide.
10 minutes _

116°
Température 20°.
Lumiére du jour.
Souches 46 (+-), 48 (—), Burgeff, agées de 15 jours.

Stérilisation
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Poids see de la culture aprés 7 jours :

: 55 2. & 4. h 6.
Maltose ordi- 10 5] 5 0 0 0 |(acidifié avec
naire ‘ b gouttes
Maltose pur . 0 0 5 LRE S 10 H”SO“—%}
T s |
) OB )] DO )
A L LT

49| 40 | 37 34[34 5 ‘4,5 1,5i3,5 7 5,5

E

Sur milieu (4): mye. aérien formé de pas d’émersion nulle croite superficielle
sporangiophores té- part, faible déve- avecraresfilaments
nus; pas de gros loppement submer- aériens.
sp. verts. gé.

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

Lorsque le poids est suffisamment élevé, on retrouve le méme
~dimorphisme déja constaté, poids sec plus élevé en () et hau-
teur du mycélium aérien plus fort en (—). '
Différence énorme entre I'action des deux maltoses (dix fois
environ). : :
Légére élévation de I'action du maltose pur par son acidifi-
cation. : .
‘ Malgré qu’en 3, il y ait mélange des deux maltoses ramenant
la quantité totale & 10 g. %, le poids sec est inférieur i 10 %
e maltose ordinaire et méme 3 5 %, mais de beaucoup supérieur
4 celui des cultures aves maltose pur. On constate que 1’action
favorisante du maltose ordinaire (5 g. %) ajoutée & 5 g. de maltose
pur, fournit un poids sec trés voisin de celui de 10 g. de maltose
ordinaire.

b) Influence sur la formation des zygotes.

Comme nous l'avons montré, les affinités sexuelles d’un
couple donné se manifestent avec d’autant plus d’intensité que
le milieu est plus riche en glucide, 12 dose minimum d’azote étant
_présente. Cette observation est valable aussi pour Phycomyces.
Nous répétons les expériences avec les deux maltoses.

Milieu de Coons or dlnzure avec 3% d’agar.
Maltose 8 %o,

10
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Exp. avee 20 cc. de milieu.

Température 20°.

Lumiére du jour.

Souches 46 (-+), 48 (—), Burgeff.
45y Avec maltose ordinaire : 3 exp. donnent respectivement : 250,
102, 150 zygotes avec un certain nombre de copulations abor-
tives, mycélium aérien trés développé; dimorphisme habituel du
mycélium aérien (pour ce couple) en faveur de (—).

Avee maltose pur : 4 exp. ne donnent aucune zygote quoi-
que il y ait contact des mycéliums superficiels avec une trés légére
11gne d’inhibition.

Comme cela a été tenté pour le développement végétatif,
nous essayons de mélanger les 2 maltoses en vue de préciser leur
influence sur la genese des zygotes. ‘

Milieu de Coons ordinaire avec 3 %o d’agar

20 cc. de milieu par exp.

e 1 inutes
Stérilisation : A0 mauter
110°

Température : 25°,

Obscurite.

Souches, 46 (+), 48 (—), Burgeff.

1 2 3

Maltose ordinaire .%o 10 5 5
Maltose pur . . .% 0 5 0
- Au 9me jour . . . . |400 zygotes env.| - 300—320 230240 zygotes

nombreuses zygotes abortives

large ligne de copulation & peu |ligne de copu-
pres égale lation plus -é-

troite

fort dimorphisme; nombreux gros
sporangiophores verts sur le
milien ]

Poids du mycélium aé- | () | (=) | (P | = | B | )
rien arraché (en mg) | 8, 24 [P | 9 14
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Les cultures 1 et 2 ont exactement la méme teneur en car-
‘bone; en 2, le nombre des zygotes est sensiblement supérieur 3
celui de 3, la dose de carbone étant double, mais n’atteint pas
celui de 1, culture avec laquelle elle est pourtant isocarbonée.
Il semble que l'action favorisante de 5 grammes de maltose ordi-
naire ajoutés au maltose pur (en 2) favorise la genése des zygotes
sans cependant amener cette culture au niveau de 1, composée
uniquement de maltose ordinaire. Une culture témoin, avec malt-
agar, fournit une large ligne de zygotes.

Dans une expérience plus compléte faite avec des souches
fraiches (- et — de Blakeslee) nous avons fait 11 expériences
disposées de la fagon suivante : '

Maltose ordinaire . . 0 1 9 3 4 b 6 7 8 9 1_0
Maltose pur. .g.% |10 | 9 et G B p AL QT Sl F e

Nombre de zygotes |

aprés: :

3 jours . 0| 0|15 | 22 | 48112 (130|190 300 | 260 | 320
4 > .1 0| 0] 20 | 40 |180|230 300 370|750 680|720
Largeur de la ligne

de zygotes en milli- v

metres., . . . ,|—|—|—|— |45 68| 88-10/8-10| 11| 12

-

zygotes séparées
|

i

Malgré que la dose de carbone soit identique partout, le
nombre des zygotes progresse réguliérement, en fonction de la
teneur en maltose ordinaire. Avee 0 et 1% quelques rares copu-
lations débutantes qui n’arrivent pas au stade des zygotes com-
plétes. Confirmation compléte des résultats précédents.

Mais il importe de savoir maintenant comment se compor-
tent les autres sucres quant 4 leur action sur la formation des
rygotes.

- Les milieux sont les mémes que pour le maltose et préparés
de la méme fagon avec des souches de méme Age. Température
2hH:a 26°. ey b fia
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Teneur en maltose K.

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

Apres 6 jours :
10 */o Saccharose :
(4 exp.)

10 %0 Lactose :
(4 exp.)

10 %0 Galactose :
(4 exp.)

10 % Glucose :

10 %o Lévulose :
(3 exp.)

10 %0 Raffinose :
(1 exp.)

en maltose Kahlbaum.

Développement - en surface, peu dense; tres
faible mycélium aérien; pas de ligne de¢ ré-
action; pas de copulation.

Mycélium aérien assez développé sur le sexe
(—). Dans un des vases, trés faible ligne de
réaction avec quelques copulations debu-
tantes : 1 zygote formée.

Trés faible mycélium aérien, aucune ligne de
copulation. . :

idem.
idem.
Faible mycéiium aérien sur le sexe (—); faible

‘ligne de réaction; quelques débuts de copu-
lation qui ne se développent pas.
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10°% Mannose :  Tres faible mycélium aérien; pas de ligne de

(1 exp.) réaction.
10 %0 Rhamnose : : idem.
(1 exp.)

Dans toutes les expériences les mycéliums des 2 sexes ar-
rivent en contact.
10 % Xylose : Trés mauvais développement, pas de contact
(1 exp.) entre les 2 mycéliums. ‘

Un controle avec malt-agar 3 %o fournit d’abondantes zygotes.
A part le lactose et le raffinose avec lesquels de trés faibles
affinités sexuelles se manifestent, aucun des autres sucres, em-
ployés pourtant dans les mémes conditions que le maltose ordi- .
naire, ne fournit une trace de zygotes. Il n’est donc pas exagéré
de parler de la position exceptionnelle du maltose ordinaire tant _
au point de vue du développement végétatif qu’au point de vue
de la sexualité; il importe de préciser les propriétés 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 utilisés.

Les maltoses utilisés précédemment sont :

1. Maltose Kahlbaum, Berlin-Adlershof.
2. Maltose chimiquement pur, cristallisé, Schuchardt, (Jorhtz'

Nous avons fait des essais comparatifs avec :

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

Dans une série comparative, le sucre étant a 10 %o, nous cons-
tatons que seul le maltose de Kahlbaum fournit des zygotes d’une
maniére normale, avec un abondant développement du mycélium
aérien. Les autres échantillons de maltose sont & peu prés inactifs
a ce point de vue. o

Il y a done différence du tout au rien suivant Iorigine et
probablement le mode de préparation de ce dissaccharide. Le mal-
tose technique de Merck suffisant & lui seul & couvrir tous les
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besoins du champignon, comme on pouvait le prevon', sera éli-
miné des expériénces. ¢

Teneur en azote des divers maltoses. ;
Les différents échantillons de maltose sont analysés par la
méthode de Kjeldahl (ordinaire ou microkjeldahl). Les taux sont
les suivants : : :
Kahlbaum ordinaire . . . . 0,07% N

B. D. H. ordinaire (The Brltlsh Drug Houses) . 0,015 % N.?
Schuchardt cristallisé chim. pur . . . . . . . inappréciable
Moerek ariinlline 0 -ty ot e RN e idem

I1 ressort qu’avec l’échantillon de maltose Kahlbaum, on
introduit une quantité appréciable d’azote. (Voir plus loin les
teneurs en azote des maltoses que nous avons purifiés.)

Acidité des divers maltoses.

Nous avons eu l'idée d’examiner I'acidité des solutions de
maltose seul, qui théoriquement, doivent étre neutres. Un essai
préliminaire montre que sauf le cristallisé chimiquement pur de
Schuchardt qui donne une réaction neutre, tous les autres four-
nissent, avec de 'eau distillée neutre, une solution plus ou moins
fortement acide. Les acidités ont été titrées avec de la soude déci-
ou centinormale. | |

Des quantités croissantes de maltose Merck sont dissoutes
. dans b0 ce. d’eau distillée.

1 2 3 4 3 - 6 grammes.
| £E e Diso i B.is 6L, NaOH N/10
- La courbe obtenue est réguliére; pour une quantité donnée
de maltose, cette acidité peut étre calculée. Elle est naturellement
liée & la qualité du produit livré et peut trés bien varier pour une
méme fabrique.
Des mesures comparatives donnent les résultats suivants :

Merck technique .= . . ", '9,, ¢e. NaOH: N/10
Kahlbaum ordinaire . . . 9,, cc. idem N/100
Merck cristallisé . . . 38, cc. idem idem
Schuchardt cristallisé . . 6,, ce. idem - idem

! 4,35 mgr. correspond & 0,2 ce. de N. 710 m/m et 23° C. :
2 4,320 mgr. correspond & 0,2 cc. de N 710 m/m et 23° C. (micro-
kjeldahl). AL :
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Le milieu minéral de Coons, sans adjonction de maltose, est
lui-méme acide; nous avons effectué des mesures comparatives
avec le maltose dissous dans ce milien (non stérilisé). (MgSO*
1 g.%0; KH2PO* 1 g.°/,; asparagine 2 g.%/y.) :

50 cc. milieu seul 50 cc. -+ 5g. maltose Kahlbaum
ce NaOH ' |
N/100 134 cc. 142 ce.

‘ La différence, 8 cc., se rapproche sensiblement du Chiffr_e
fourni par le maltose ordinaire seul.

La présence d’une acidité aussi considérable peut &tre due
soit au mode de préparation, soit & la substance qui fournit le
maltose en question. Les diverses fabriques de produits chimiques
auxquelles nous nous sommes adressé nous ont donné les réponses
suivantes :

1. Kahlbaum_'r Hydrolyse de la farine de pomme de terre &
Paide de la diastase du malt d’orge.

o2 Merck : Action de ferment avec amidon et malt.

3. Schuchardt : Action de la diastase sur I'amidon et crlstalh“
sations successives & l'aide d’alecool.

Nous tfanscri_vons exactement les données transmises par les
fabriques. Nulle part, on n’utilise I'hydrolyse par acide de I'ami-
don, mais uniquement P’action de la diastase.

La diastase, par elle-méme, en supposant qu’il en reste des
traces dans le prodult final ne peut fournir 4 ce dernier son aci-
dité quoiqu’en fausse solution dans Peau, elle fournisse une réac-
tion assez fortement acide. , :

50 cc. eau distillée +- 1 | 2 3 g. diastase Merck:
. 8. 39 .. 74 e NaOH N/100

Malgre cette acidité, la quantité dont on peut supposer: 1a
persistance est trop petite pour conférer au maltose son acidité.
Mais les diastases ont leur optimum d’action en milieu acide (ef.
Funke (1922) pour la diastase d’Aspergillus); l'optimum a pu,
pour certaines d’entre elles, dtre fixé entre pH 3,5 et 5,5. Il n'est
donc pas impossible que cette acidité créée en vue d’accelerer
’hydrolyse persiste & I'état de traces dans-le produit final. .
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Teneur des divers maltoses en matieres
‘ minérales.

D’apres les renseignemeénts fournis par Kahlbaum, le maltose
de cette fabrique contiendrait toujours des petites quantités de
sodium, de chlore et parfois de caleium; lorigine de ces éléments
pourrait étre la porcelaine de la capsule employée; si nous exa-
minons la composition minérale des substances servant de maté-
riel de départ pour la fabrication du maltose, c’est-a-dire le malt
et 'amidon, nous trouvons un certain nombre d’éléments qui, a
Pétat' de trace, pourraient persister jusque dans le produit final.

@) Kahlbaum ordinaire. . .  0,; — 0,50 — 0,45 %0
b} Merck ermstallisd . L0 U2 i
¢) Sebuehardt eristallisé = ., 5 0 U 0GR Ye
@) Schuchardt cristallisé chimique pur . . 0,, %
elPolleas Py - 0o e U s
3o L S e R R i RN e

Teneur variable mais certaine de cendres, dont nous verrons
plus loin si elles doivent intervenir dans I'explication de ’action
particuliére du maltose Kahlbaum et si leur taux peut étre modifié
par purification de ce suecre.

L’analyse atteste que ces cendres ne contiennent ni cuivre,
ni zine. La question du cuivre a son importance : on sait que cer-
tains ions métalliques exercent sur le développement de certains
microorganismes, une action catalysatrice; nous I’avons montré
pour le cuivre chez Mwucor hiemalis.

Examen des divers échantillons de maltose
en lumiére ultra-violette.

L’examen de la fluorescence ultra-violette de substances
chimiques donne souvent d’intéressants renseignements quant a
leur pureté.

Tous les échantillons de maltoses commerciaux — en poudre
fine — donnent sous l'ultra-violet, une teinte violet-blanc écla-
tante (Poulene, Schuchardt, Merck, B.D. H.). Par contre le mal-
tose de Kahlbaum, en poudre fine, donne une teinte violet-
noiritre, trés différente des précédentes. Cette modification ‘de
teinte en U.V. ne nous donne aucun renseignement précis mais
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nous indique qu’il y a « quelque chose» de différent entre les
maltoses commerciaux cités et celui de Kahlbaum qui pourrait
étre en relation avee 'activité particuliére de ce dernier.

La lampe utilisée est une lampe Hanau a lumiére filtrée

(8000—4000 A.).

4, Recherche d’une hypothése expliquant 'action particuliére
du maltose Kahlbaum.

a) Influence possible de Uacidité.

Pour Mucor hiemalis (Sehopfer, 1928) nous avons montré
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 Sorensen, nous econstatons qu'un pH de
4 3 5 est favorable & la formation des zygotes (de 300—400); &
pH 8, leur genese est diminuée fortement ou méme nulle.

Une expérience analogue est faite en ce qui concerne le
développement végétatif. Un milieu de Coons liquide. avee 10 %
de maltose est alcalinisé avec de la potasse diluée.

Aprés 5 jours: poids see du mycélium en mg.

- Souches 46 (+-), 48(—), Burgeff. :

: pH 4, Brcioi R T 8

31 ) 25 24 13

Il y a donc forte diminution du développement végétatif

lorsque Ialcalinité augmente (plus du double en passant de
4,, 2 8). ‘ : ;
Nous pouvons done conclure qu'une certaine acidité possede
une action accélérante sur la formation des zygotes de Phycomy-
ces, mais qu'en aucun cas, elle n’intervient comme facteur prin-
cipal dans Paction particuliére du maltose Kahlbaum. D’autre
part, un autre argument défavorable & cette these peut encore étre
déduit : le milieu de Coons est acide; I'acidité supplémentaire.
amenée avec le maltose est trés faible comparée a celle du milieu
de Coons : 8 ce. contre 134 ce. NaON N/100. Il est difficile d’ad-
mettre qu'une si minime quantité en surplus suffise a4 déclancher
~une formation de zygotes aussi intense que celle que la culture
avec maltose ordinaire nous montre; I'hypothése de I’action unigue
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de l'acidité est donc éliminée. On peut tout au plus dire que
I'action favorisante du maltose K. est exaltée par une certaine
acidité.

' b) Influence possible de Uazote supplémentaire introduit avec
le maltose K. :

- La quantité d’azote jointe au maltose K. semble & premiére
‘vue suffisante pour augmenter sa ration alimentaire et par ce
fait permettre une production plus intense des zygotes. Quelques
expériences, effectuées avec des milieux & base de maltose sans
action spéciale (Poulenc) auquel est ajoutée une certaine quan-
tité d’azote supplémentaire, ne nous ont pas permis d’obtenir une
récolte de zygotes beaucoup plus forte que le témoin. 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 particuliére,
montre bien que ce n’est pas par sa quantité, sa masse, qu’il agit,
quil ne constitue pas un aliment supplémentaire au sens propre
du mot et qu’il faut chercher ailleurs. :

c) Influence possible d’une augmentation de la pression
osmotique par la présence de matiéres minérales contenues dans
le maltose de Kahlbaum.

Orban (1919) et nous-méme (1928) avons montré qu’une
augmentation de la pression osmotique peut, par un mécanisme
encore inexpliqué, ‘accroitre le nombre des zygotes se formant
sur un milieu donné. Mais ici, la teneur en cendres est si faible
qu’elle ne peut donner lieu & une augmentation appréciable de
la pression osmotique.

d) Influence possible d’un élément agissant comme infini-
ment petit chimique. : |

Comme nous 'avons indiqué précédemment les constituants
des cendres sont surtout : Na., Cl., Ca. Aucun de ces éléments ne
posséde une activité catalysante analogue a celle des métaux
signalés en enzymologie. Nous n’avons pas encore effectué une
analyse compléte des ‘c‘ehdres du maltose de Kahlbaum; nous
nous contentons des données fournies par Kahlbaum et des de-
ductions que nous pouvons tirer de la composition minerale du
malt et de 'amidon de pomme de terre. Il nous est donc impos-
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sible d’éliminer complétement cette hypothése quoique, a priori, elle
semble peu probable. On connait I'action des traces de manganeése
sur la formation des spores chez Aspergillus, 'action accéléra-
trice du zine et du fer, & petites doses sur la croissance ef la
respiration d’Aspergillus (Raulin); mais ’action dont il est ques-
tion dans notre cas est d’une nature toute différente : il s’agit
d'une influence sur les mycéliums de deux sexes et non pas sur
le métabolisme global, mais sur le moment particulier du méta-
bolisme en relation avec le déclanchement des affinités sexuelles.
Dans une série d’expériences nous avons caleiné 50 g. de maltose
Kahlbaum; les cendres obtenues sont ajoutées en proportions
variables & des milieux 3 base de maltose purifié sans action
spéciale. Dans un seul cas, nous avons obtenu une trés faible
formation de zygotes qui n’est en aucun cas comparable avec ce
que 'on obtient en utilisant le maltose K. On ne peut invoquer
Iaction d’un catalyseur métallique, du moins a 1’état dans lequel
il se trouve dans les cendres du maltose. ; ;
Nous laissons donc cette hypothése de coté pour le moment.

e) Action possible d’une trace de dzastase

Des renseignements confidentiels fournis par la maison Kahl—
ba,um, il résulte que la persistance d’une trace de diastase ayant
gardé son activité, est possible. Mais le seul fait que nos milieux
sont stérilisés entre 115° et 120°, enléve toute probabilité a
I'hypothése d'une action de la diastase.

f) Présence possible d’une substance active de nature et
d’action vitaminiques. ‘

Par élimination, nous en arrivons & cette derniére hypothése
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 grice & la température assez basse & laquelle
les opérations d’hydrolyse sont effectuées au cours de toute la
préparation du maltose jusque dans le produit final. Elle serait
de nature organique' et azotée et constituerait au moins une
fraction de I'impureté azotée que nous avons trouvée jointe au
maltose K. Elle serait trés thermostable, puisque son action per-

* Puisque détruite par la calcination.
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siste apres une stérilisation & 120°. Malgré une certaine confusion
et une indiscutable contradiction, qui existent entre les travaux
qui ont traité de action de substances actives sur les micro-
organismes (bactéries et champignons), cette action est certaine.
S’agit-il de vitamines aussi caractérisées si 'on peut dire —
que celles qui agissent sur les animaux supérieurs ? On ne peut
I'affirmer; dans certains cas, il s’agit, semble-t-il, de la méme subs-
tance, dans d’autres, elle parait dissemblable. L’étude de 1’im-
pureté jointe au maltose K. permettra peut-étre d’apporter un
eclaircissement 4 la question.?

Avant d’effectuer l'étude de cette impureté supposée, nous
avons fait agir quelques substances connues qu’on pouvait a
priori faire intervenir. '

Hordénine. A part les substances banales, on sait que le
germe de malt contient des quantités appréeciables de cette amine
(¢f. T'analyse 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 conférant
une activité particuliére.

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

Témoin Kahlbaum
2 essais

Merck témoin 2 es-
sais

Merck-}hordénine
non stérilisé 2 es-
sals

Merck et hordé-
nine —stérilisé

Large ligne de zy-
gotes, fort dé-

Zygotes 2—2
Faible ligne de ré-
action

Zygotes 12—8
Faible dévelop. du
mycélium aérien

Zygotes 13

velop. végét.

* Notre hypothése nous parait plausible par le fait que Pringsheim
indique récemment une méthode de préparation du maltose qui donnerait,
parait-il, un rendement de 100 %; il s’agit de l'adjonction & la fécule et
4 la diastase du malt d’orge, de ce que l'auteur appelle : le complément-
levure (Hefe complément); s’agit-il, peut-étre, d'un corps de nature vita-
minique permettant & l'action diastasique de se manifester plus compléte-
ment ? Si la fabrique Kahlbaum — qui ne nous a pas renseigné sur ce
point — emploie la méthode de Pringsheim, le probléme serait résolu;.
une substance active de la levure, persistant dans le maltose, serait la
cause de son activité particuliére. '
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Conelusion : Dans les conditions de nos expériences, la hor-
dénine est sans action. : ; :

Des essais effectués avec d’autres amines : tyramine, chlor-
hydrate et glucosamine, de bétaine, de choline, donnent les mémes
résultats négatifs : absence de zygotes, trés faible développement
vegetatif. La bétaine semble avoir une action toxique : les cul-
tures qui en contiennent une petite quantité ne donnent aucune
germination de spores.

*

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