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Recherches experimentales sur la formation des zygotes
chez Phycomyces blakesleeanus.

Influence des substances vitaminiques (suite).
Par W.-H. Schopfer, Priyat-docent ä l'Universite de Geneve.

Manuscrit re^u le 18 janvier 1932.

5. Essai de purification du maltose.

Nous avons utilise diverses methodes de purification, chimiques
ou physiques, afin d'obtenir un maltose pur ä partir d'un echantillon
doue de proprietes speciales, ainsi que dans le but de separer l'im-
purete supposee active.

Purification par ultrafiltration.
Dans les experiences de cette serie, nous avons essaye de soumettre

le maltose de Kahlbaum a l'ultrafiltration1 afin d'observer si de ce

fait, il perd de son activite particuliere.

a) Develofpement vegetatif.
Ultrafiltre filtrant 100 cc. d'eau en 3 heures, impermeable aux

albumines et au rouge congo.
Milieu de Coons ordinaire.
Erlenmayer en verre d'Jena de 100 cc. avec 12,5 cc. de milieu.

15 minutes
Sterilisation:

115°

Tempbrature: 18°; lumiere ordinaire du jour.
Souches 46 (-)-), 48 (—) Burgeff, ägees de 5 jours.

Maltose ordinaire
non iiltrd

i

Maltose ordinaire
filtrd

Maltose pur de

Schuchardt

poids (mgr.)
emersion

couleur de myc.

(+) (-)
25 21

faible moyenne
jaune gris

(+) (-)
27,5 23

moyenne forte
jaune pale gris

(+) (-)
8,8 7,8

faible faible

grisätre — pas de
difference de teinte

Pas de difference entre les maltoses ordinaires non filtres et filtres.
II y a toujours un rapport de 3 ä 4 entre les resultats fournis par le

maltose ordinaire et le maltose chimiquement pur cristallise.

1 Filtres de la fabrique Membranfilter Gesellschaft, de Göttingen.
6
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b) Formation des zygotes.

Cette experience est faite avec cinq filtres de permeabilite de-
croissante :

1. Retenant les colloides fins (sols d'or grossiers) 45 sec.
2. idem. (sols d'or fins) 4 min.
3. Retenant les colloides les plus fins (sols d'or fins) 20 min.
4. idem. idem. 40 min.
5- idem. (impermeable au rouge congo et

aux albumines) 155 min.

Les minutes et secondes se rapportent au temps utilise par 100 cc.
de solution pour passer au travers de l'ultrafiltre considere.

Les cinq milieux ainsi prepares donnent tous lieu ä une abondante
formation de zygotes, comparable ä celle du temoin qui n'a pas subi
de filtration.

Dans une seconde experience, en utilisant le filtre le plus fin
(155 minutes) nous obtenons les meines resultats.

II n'est done pas possible d'obtenir par ultrafiltration un maltose
ordinaire ayant perdu ses proprietes actives.

On en deduira que l'impurete jointe au maltose passe au travers
du plus fin des ultrafiltres utilises.

Purification par cristallisation.
Nous preparons un sirop tres concentre de maltose Kahlbaum. Par

Talcool absolu, nous obtenons un precipite qui, desseche ä l'exsiccateur,
est constitue par du maltose anhydre (C12 H22 O11) et qui, hydrate ä
nouveau, nous donne la substance qui sert ä la preparation des milieux
de culture (C12 H22 O11 H20).

Le milieu est prepare avec 10 g. de ce maltose, 0,5 g. %o d'aspa-
15 minutes

ragme ainsi qu'avec les sels habituels et 2% d'agar. Sterilisation
115°

Lumiere. Souches Burgeff 3 et 4. Le temoin est prepare avec 10 g.
d'un melange de maltose B. D. H. et Poulenc, qui sont inactifs les
deux. Dans un cas, nous avons fait une seule cristallisation, dans
un autre, six.

Dans un cas, nous avons recueilli les alcools de cristallisation
(350 cc.) qui ont ete evapores sous le vide; au cours de l'evaporation,
a. deux reprises, le maltose restant en solution dans l'alcool est
precipite; il reste finalement, apres evaporation totale, un residu (contenant
encore un peu de sucre) qui est dissous dans 2 cc. d'eau distillee; ceux-
ci sont ajoutes ä un deuxieme temoin qui devra nous montrer si
l'impurete a ete reellement extraite et si, adjointe ä une culture ä base
de maltose « inactif », eile lui confere des proprietes speciales.
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Apres 15 jours de culture :

Tfimoin maltose in¬
actif

Kahlbaum ordinaire Kahlbaum purifie
par cristallisation

Temoin -f- impurete

1 2 12 3 1 2 3 12 3

0 0

pas de ligne de
reaction entre les
2 myceliums

200 250 210

zygotes
2 3 8

zygotes
2 2 4

zygotes
ligne de reaction

nette; copulations
avorties

mycelium aerien

nul
developpeme

intense

nt vegetatif
intermediaire intermediaire

Le resultat le plus net est que, par une seule cristallisation, il est
possible d'enlever au maltose K. d'une facjon quasi totale, son action
speciale sur la sexualite.

Tres singuliers sont, par contre, les resultats obtenus avec l'im-
purete adjointe au maltose inactif; les cultures, au point de vue du
developpement vegetatif sont nettement differentes — superieures —
ä Celles que fournit le temoin inactif mais les affinites sexuelles ne
parviennent cependant pas ä s'exprimer. On peut supposer qu'une
grande partie de l'impurete a ete soustraite au maltose K. par cristallisation;

ce qu'il en doit rester est insuffisant pour depasser le seuil
d'un faible developpement vegetatif et arriver ä une manifestation
intense de la sexualite.

Les teneurs en azote des maltoses recristallises sont les suivantes :

Kahlbaum ordinaire 0,49 %> N.
» cristallise une fois 0,255% X.
» » quatre fois 0,29 °/'o N.

II est indiscutable que pres de la moitie de l'azote a disparu, en
meme temps que l'activite particuliere du maltose K. Nous pouvons,
d'autre part, deduire de cette experience que la substance active ne
doit constituer qu'une fraction, probablement assez minime, de l'azote
adjoint au maltose K., ce que l'on pouvait dejü prevoir.

Devrons nous faire intervenir une substance active et considerer
ses manifestations sur la sexualite comme un corollaire de son action
sur le developpement vegetatif ou faire intervenir une substance agis-
sant sur le developpement vegetatif et une sur la sexualite La question

ne peut encore etre resolue.

Purification par l'alcool absolu au Soxhlet.
Des quantites variables de maltose Kahlbaum sont traitees au

Soxhlet (de 3 ä 5 heures). Apres ce temps d'action de l'alcool bouil-
lant, une petite quantite de maltose est entrainee et se trouve dans
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l'alcool d'extraction, precipitee en partie au fond du ballon. L'alcool
est ensuite evapore et, si la quantite de sucre entrainee n'est pas trop
elevee, nous employons le tout (sucre entraine et impurete) en i'ad-
joignant au milieu inactif. Si la quantite en est trop elevee (superieure
ä 0,5 g.) nous decantons une ou deux fois l'alcool au cours de

la precipitation afin d'eliminer l'exces de maltose entraine. L'adjonc-
tion aux milieux experimentaux de 0,5 g. de maltose accompagnant
l'impurete n'introduit dans l'experience aucune cause d'erreur
appreciable. (8 g. de maltose inactif additionnes de 2 g. de maltose Kahlbaum
commencent seulement ä donner quelques zygotes

Les maltoses purifies sont ajoutes ä la dose de 10 %> au milieu
de Coons ordinaire.

15 minutes
Sterilisation:

115°
Lumiere.
Temperature: 18 ä 20° C.

Souches Blakeslee (+) et (—). Apres 8 jours :

1.

Temoin, Kahlbaum
ordinaire

4 essais

2.

Kahlbaum purifie

5 essais

3.

Merck crist. inactif -|-
impurete

5 essais

Trfes large ligne de zygotes
formdes, noires.

Trfes fort ddveloppement
vegetatif.

Tres faible ligne de zygotes;
rares zygotes formöes.

Tres faible ddveloppement
vegetatif. Semblable ä

l'aspect des cultures sur
Merck crist. pur.

Large ligne de zygotes
(1 cm eny.). Un peu moins
avancee qu'en 1.

Fort developpement pres-
que aussi intense qu'en 1.

Souches Blakeslee (+) et (—). Apres 9 jours :

Tdmoin Maltose Schuchardt
inactif

1 essai

Schuchardt + impuretd

2 essais

Kahlbaum purifie

4 essais

12 zygotes

mycelium aerien tres faible-
ment developpd

1. 190—200 zygotes
2. 90-100 »

mycelium aerien dense

1. 8 zygotes
2. 0 »

3. 10 »

4. 2 »

mycelium aerien tres faible-
ment developpe

II semble done que ce traitement a l'alcool absolu, lorsqu'il est

prolonge, prive le maltose de Kahlbaum de la substance qui lui con-
ferait ses proprietes particulieres; de meme, quoique d'une fa§on in-
constante, les alcools evapores fournissent une substance qui, ajoutee
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ä un milieu inactif — lui donne une activite qui le fait se rappro-
cher du milieu a base de maltose Kahlbaum.

Le maltose technique de Merck, jaunätre, tres impur suffit ä lui
seul, ajoute ä l'agar, ä couvrir les besoins du champignon (croissance
et sexualite). Nous avons pense qu'en partant d'un tel echantillon de

maltose, il serait peut-etre plus facile d'obtenir l'impurete.
20 g. de maltose technique Merck sont traites au Soxhlet; les

alcools d'extraction sont fortement jaunätres.
20 grammes maltose
technique de Merck
traitE par alcool

I

Y

liquide alcoolique ^ depöt de maltose entraxne (—I—)
clair, jaune vif

Y
Evaporation

liquide brun fort depöt de maitose (—II—)
(eau (—III—)

Nous admettons que la petite quantite de maltose deposee lors
de l'evaporation des alcools d'extraction est clle-meme fortement con-
taminee par l'impurete entrainee, dont une bonne partie doit etre en

solution dans l'alcool ou l'eau.
I. — Yz gramme environ de Sucre depose pendant la premiere

partie de l'evaporation de l'alcool d'extraction.
II. — —2 grammes deposes lors de l'evaporation finale.

III. — 2 cc. de liquide brun restant.
Les milieux sont prepares avec du maitose de Merck cristallise,

ä 10 °/o, et avec les autres substances habituelles; agar 2%.
10 minutes

Sterilisation:
115°Lunuere.

Souches Blakeslee (+) et (—).
Les fractions I, II et III sont ajoutees au milieu indique.

Apres 8 jours :

Temoin Merck crist.
seul.

+ 1

2 essais
+ n

2 essais
+ III

2 essais

0 zygote; tres faible
ligne de reaction

Faible developpemcnt
vdgEtatif aErien

TrEs large ligne,
dense, de zygotes

Tres fort develop

Large ligne de

zygotes

pement vEgEtatif

1. une ligne de zygotes,

large mais in-
terrompue, de 50

zygotes formees
2. ligne de copulation

blanche,nette;
zyg. non formees

Developpement ve-
gEtatif plus faible
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Cet essai montre avec evidence que l'alcool absolu entraine du
maltose technique de Merck, une substance qui, jointe ä la petite quantity

de sucre entraine et ajoute avec ce dernier au maltose inactif, lui
confere son activite speciale.

Action de la chaleur sur le maltose Kahlbaum.
Le fait que tous nos milieux sont sterilises ä 115—120° fournit

dejä une indication; nous nous sommes demande ä quelle temperature
disparaitrait Taction particuliere de ce maltose. II est impossible de
chauffer ä une temperature elevee si le sucre est en solution aqueuse :

une hydrolyse est ä craindre. Nous avons chauffe ä sec, sous 15 mm.
de pression, le tube contenant le sucre plonge dans un bain de
paraffined

Sucre chauffe : Culture sur Coons ordinaire en vase plat:
15 minutes ä 135°. Large ligne de zygotes.

Developpement vegetatif intense.
15 minutes ä 150°. Faible ligne de zygotes.

(maltose anhydre.) Faible developpement du mycelium aerien.
10 minutes ä 160°. Apres 10 jours, 20 zygotes.

Tres faible developpement du mycelium aerien; presque
identique k un temoin fait avec maltose cristallise de
Merck.

15 minutes ä 180°. Des milieux de culture liquides (Coons) en eprouvette
sont utilises.

Temoins avec Kahlbaum ordinaire et Merck cristallise.
Aprös 20 jours dans le tube maltose chauffd, le mycelium

aerien emerge est presque 4 fois moins developpc
que dans les 2 temoins.

II semble done bien qu'avec les conditions de chauffage indiquees
une temperature de 150 ä 160° enleve au maltose Kahlbaum son activite

particuliere. Ce fait n'est pas surprenant et n'est pas
incompatible avec l'existence d'une substance active; il faut penser que le
chauffage a lieu dans le vide et qu'ä la pression ordinaire la temperature

limite eüt ete beaucoup plus basse; d'autre part, il faut se
souvenir que les fractions thermostables de la vitamine B (B2) gardent
leur action apres un traitement de plusieurs heures ä l'autoclave, ä
120°. De mdrne le « bios », substance active analogue ä une vitamine
et indispensable ä la croissance et au bon developpement des levures,
est egalement thermostable.

En ce qui concerne la vitamine B, Nitzescu (1923) montre qu'en
milieu humide, la temperature de 100° agit dejä d'une fagon sensible

1 Vers 145° le maltose ordinaire (C^H^O11. H20) perd son eau et se trans-
forme en maltose anhydre. Comme nous avions pese avant le chauffage
10 grammes de maltose, il suffit ensuite, dans le meme tube, de les dissoudre
dans l'eau pour obtenir le milieu de culture.
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sur le facteur B. contenu dans les graines, tandis que la chaleur seche

(120°) est inoffensive. Sherman et Grose (1923) montrent que pour
le jus de tomate, quatre heures de chauffe ä 130° se manifestent par
un pourcentage de destruction de 55 %>. II ne nous semble pas
paradoxal que notre impurete, adsorbee probablement par une partie de

la substance azotee jointe au maltose, resiste sous le vide ä une temperature

elevee.
La calcination, comme nous l'avons montre, detruit totalement

Taction de cette impurete.

Purification par adsorption.
L'adsorption est une methode qui a rendu de grands services,

soit pour la purification des enzymes, soit pour l'extraction de certaines
vitamines des substances complexes auxquelles elles sont jointes. Les

vitamines B. en particulier, de meine que le « bios » sont connus par
la facilite avec laquelle elles sont adsorbees par le noir animal, la
silice colloldale, etc. Dans les premieres experiences, nous nous sommes
contente de preparer une solution de maltose Kahlbaum ä 10 g. °/oo,

de la soumettre pendant un quart d'heure ä l'ebullition en presence
de noir animal, puis de filtrer; malheureusement, cette methode est

impraticable, car une forte quantite de maltose est adsorbee et les

effets vegetatifs observes ne doivent pas 5tre rapportes ä l'absence
de l'impurete active mais ä la diminution de la concentration en sucre.

Pour supprimer la cause d'erreur due ä l'adsorption du sucre,
nous l'avons extrait de sa solution par l'alcool absolu ou par dessica-

tion; de cette facon, nous pouvons preparer un milieu avec la dose

normale de sucre, pesee.
Milieu: Coons normal + 2°/« agar, 10%) de maltose; asparagine

0,5 g. °/00.

10 minutes
Sterilisation:

115°
Lumiere.
Souches Burgeff, 4 (—), 7 (+).
Temperature : 15°.

Apres 15 jours :

Temoin: maltose Kahlbaum ordinaire maltose Kahlbaum traite par noir
animal

180 zygotes
Developpeinent v6g<5tatif intense

1 zygote
Deyeloppement vegetatif faible

Teneur en azote du maltose.
Kahlbaum traite au noir animal inappreciable

» normal 0,49 %

» recristallise 0,25—0,29 %
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Le noir animal utilise est du Merck puriss., lave auparavant plu-
sieurs fois jusqu'ä obtenir des eaux de lavage neutres (pH 7 env.).

Les experiences effectuees avec la terre k foulon et la terre d'in-
fusoire sont moins concluantes. Nous avons adopte definitivement le
noir animal comme element d'adsorption.

Les experiences faites pour defixer l'impurete adsorbee n'ont pas,
jusqu'ä maintenant, donne de resultats satisfaisants.

La possibilite d'adsorber l'impurete active constitue une analogie
de plus avec le groupe des vitamines B et des substances voisines.

Des resultats obtenus jusqu'ä maintenant, il est possible de tirer
quelques conclusions partielles. Au maltose Kahlbaum se trouve jointe
une impurete de nature azotee; eile ne doit constituer qu'une fraction
probablement tres petite de l'azote total joint au sucre.

Elle est soluble dans l'eau, tres thermostable, puisqu'il faut un
chauffage de 160° sous le vide pour annuler son action. On peut la
detacher du maltose par recristallisation de ce dernier dans l'alcool
ethylique ou l'entrainer par l'alcool absolu bouillant au Soxhlet.1 De
mbme, eile semble adsorbable par le noir animal purifie, plus faiblement
par d'autres substances adsorbantes. Cette impurete — le milieu etant
liquide — dans les conditions de l'experience — augmente considerable-
ment le developpement de Phycomyces, par rapport a d'autres milieux de
culture prepares avec des echantillons de maltose commercial tres pur.
Cette meme impurete — le milieu etant solide, agarise — semble
indispensable dans les conditions de nos experiences2 pour obtenir une
abondante recolte de zygotes et une manifestation normale de la
sexualite; si le milieu solide ne contient qu'un maltose tres pur, le
developpement vegetatif est insignifiant et la formation des zygotes
quasi nulle.

La dose k laquelle la substance inconnue est active peut etre
approximativement determinee. Si l'on suppose active la quantite
totale d'azote jointe au sucre, soit 0,« g. %> du sucre, sa teneur dans
100 cc. d'un milieu contenant 10 g. de ce maltose serait de 0,o49 g.;
si l'on admet que la dixieme partie seule de cet azote est contenue dans
la substance active — ce qui, certainement, est encore trop fort — nous
arrivons k 0,oo49 g. °/o, c'est-ä-dire 0,000049 g. par cc. de milieu de culture
Tous les caracteres certains que nous avons passes en revue, rendent
de plus en plus plausible l'assimilation de notre substance active avec
le groupe des vitamines hydrosolubies B et des substances annexes.
La justification de cette assimilation sera discutee dans un chapitre
suivant.

1 Dans ce cas le maltose obtenu est totalement ou en partie prive de l'azote
qui lui 6tait auparavant adjoint.

2 Avec des doses de 0,5 ä 1 g. % d'asparagine comme source d'azote.
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6. Action de vitamines purifiees.

Un grand nombre de microorganismes sont tres sensibles ä Taction
des vitamines et des substances voisines. Le sujet est, actuellement
encore, tres confus. On sait que pour le developpement des levures,
une substance auxiliaire, le « bios » (de Wildiers) voisin des vitamines
B, est indispensable; les vitamines B proprement dites ont une action
favorisante sur certains organismes (Streptothrix corallinus, d'apres
Reader 1928). Dans d'autres cas, on a cru pouvoir montrer que le

liquide de culture de Penicillum possede des proprietes curatives en
ce qui concerne la carence en facteur B. II y aurait done eu synthese
de vitamines B. par le champignon. Avant mfsme que l'etude des

vitamines eüt pris son essor, les microbiologistes et les mycologistes
ont signale pour beaucoup d'organismes, 1'apparition dans leurs
milieux de cultures, de substances inhibitrices ou acceleratrices du
developpement dont l'effet va depuis le staling effect de Brown jus-
qu'ä une acceleration assez considerable de la croissance. Dans beaucoup
de cas, ces substances se sont revelees des produits banals du
developpement (acide oxalique p. ex.); dans d'autres, il s'agit, tres probable-
ment, de substances actives au sens propre du mot.

Aucun auteur n'a etudie Taction des substances actives sur la
sexualite des microorganismes.

Comme source de vitamines B (et substances voisines) nous avons
utilise la levure de brasserie et les diverses preparations que Ton en
peut obtenir.

Utilisation de levures du commerce.
Au milieu de Coons ordinaire, avec 2 % d'agar et 10 %> de maltose

« inactif » de Schuchard, nous ajoutons des quantites croissantes
de levures seches totales. Le tout est sterilise ä 110° pendant 15

minutes. L'extrait aqueux concentre de levures donne une reaction neutre.1

Les levures ont ete sechees dans le vide ä basse temperature.

Temoin sans levure
Levure

V» % 1% 2 °/o

4e jour pas de mycelium aerien mycelium aörien bien developpd
0 zygotes 15 zygotes 100 zygotes 1. 140 zygotes

2; 100

7° » 35 zygotes 140 zygotes large ligne de zygotes de 1 cm
plus de 1000 zygotes

1 Lumiere — Temperature 15—20°. Souche Blakeslee (+) et (—).



Utilisation des extraits de levures.
Nous utilisons les extraits suivants :

I. Extrait aqueux total: 10 g. de levures seches sont autoclaves ä 120° pen¬
dant 15 minutes dans 50 cc. d'eau, puis filtres.

II. Extrait aqueux total: Degraisse par 1'ether.
III. Extrait alcoolique : 10 g. de levures seches sont soumis ä l'alcool absolu

pendant 6 heures au Soxhlet. Evaporation de
l'alcool puis reprise du residu par eau courante.

IY. Extrait alcoolique : Le mftme que pour III, mais la solution aqueuse finale
est degraissee par 1'ether.

V. Temoin : Melange de maltoses Schuchardt et Merck, inactifs.
Les extraits sont ajoutes ä la dose de 5 cc. pour 100 cc. de milieu.

N ombre de zygotes :

I- II. III. IV. V.

4e jour. 400 300 150 160 5
7s „ • • • 900 ä 950 850 ä 900 1200 ä 1400 550 ä 600 5

Utilisation d'un precipitat de levures.
Nous utilisons, pour la precipitation, la methode de T h o 1 i n qui

a obtenu ä partir de la levure des preparations tres actives de co-
zymase et de vitamines B dont il cherche a connaitre Taction sur la
fermentation alcoolique.

Nous laissons 100 grammes de levures macerer pendant 48 heures
dans 1 litre d'eau; chauffage ä 100° pendant 10 minutes; filtration.
I. — Precipitation avec un volume d'alcool ä 100°. Obtention d'une

poudre blanc-jaunätre.
II. — Les residus alcooliques sont concentres sous le vide, adjonction

de 6 volumes d'acetone. — Obtention d'un precipite blanc-
jaunätre, hygroscopique.

Ces deux precipites, seches, apres avoir ete tritures par l'alcool
absolu, sont adjoints au milieu de Coons et sterilises avec lui pendant
15 minutes ä 115° (avec Sucre inactif). L'action prolongee de la chaleur
elimine toute action diastasique.

Ier essai : 0,i g. de substance dans 75 cc. de milieu de Coons,
2 % agar, 10 % de maltose Merck. Apres 6 jours.

Tömoin Coons seul Coons -|- fraction I Coons + fraction II

aucun mycelium aörien; tres
faible ligne de reaction
entre les mycdliums des
2 sexes; pas de zygotes

fort developpement du mycelium aerien. Tres large
ligne de zygotes (10 mm); zygotes trbs nombreuses,
un peu plus prdcoces avec la fraction II qu'avec I
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2me essai : adjonction de 0,05 g. de precipitat ä 75 cc. de milieu

de culture.
Mernes conditions de culture que precedemment.
Monies resultats apres 7 jours. Sur le temoin : tres faible deve-

loppement du mycelium aerien; pas de zygotes. Avec adjonction des

fractions I et II, large ligne de zygotes, bien fournie.
3me essai : adjonction de 0,oi et 0,02 g. de precipitat ä 75 cc. de

milieu (fraction II seule).
Mernes conditions de culture que precedemment. Apres 8 jours :

Temoin -p Fraction II
1

0,01 °/o

+ Fraction II
2

0,02 °/o

pas de mycdlium adrien

pas de zygotes
mycdlium aerien bien developpd
large ligne de copulation avec nombreuses zygotes

formdes

Ce dernier essai montre une grande difference entre le temoin
sans precipitat et le milieu avec precipitat, mais les zygotes semblent
s'y former plus lentement, indiquant que — dans les conditions expe-
rimentales de nos cultures — nous sommes pres de la limite d'action.

Utilisation des concentres de vitamines B.

Osborne et Wakeman (1919) ont prepare ä partir de la
levure, une substance tres purifiee et tres concentree presentant les
caracteres des vitamines B. Par fractionnement de leur precipite, ils
sont parvenus ä obtenir un concentre extrömement actif qu'ils ont
standardise et que les laboratoires Harris (New-York) livrent aux
biologistes.

Ce produit se presente sous forme d'une poudre jaunätre, entiere-
ment soluble dans l'eau. II doit contenir, selon les auteurs, les
vitamines B 1 et B 2 et, ä notre sens, d'autres facteurs encore.

Ce concentre est ajoute au milieu de Coons ordinaire avec 10 %>

de maltose Merck inactif et 2 °/o d'agar. II est sterilise avec le milieu
pendant 15 minutes ä 120°.

Meimes conditions d'experience que precedemment. Apres 5 jours :

Souches 4 (—) et 7 (+) Burgeff.

Temoin Adjonction de 21/» mg de
concentrd

Adjonction de 5 mg de
concentrd

trds faible developpement
du mycelium adrien

pas de zygotes

ddveloppement le plus intense constate jusqu'ici;
ligne de zygotes si dense qu'elle paratt complete-
men t noire. Impossibilitd de denombrer des zygotes
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Utilisation de l'acide nucleinique. Action possible
des cendres.

Meimes conditions de culture que precedemment.
Souches 4 (—) et 7 (+) Burgeff.
On peut se demander si l'acide nucleinique ne serait pas responsable

de cette action particuliere. Des experiences effectuees en ajou-
tant au milieu de Coons ordinaire, avec 10 %> de maltose inactif, de
l'acide nucleinique, ne permettent pas de mettre en evidence cette
action; cette substance ne doit pas intervenir ici.

De meme, nous avons calcine 5 g. de concentre de vitamines Harris;
les cendres ont ete adjointes au milieu de Coons prepare avec 10 %»

de maltose inactif. Aucune action speciale. Un catalyseur mineral
ne semble done pas — dans les conditions de nos experiences — devoir
intervenir.

Essai d'adsorption de la substance active
contenue dans le concentre de vitamines Harris.

Une solution de concentre ä 1 °/o est divisee en 2 parts de 50 cc.;
1'une est traitee au noir animal : ebullition pendant 15 minutes; filtration;

le liquide obtenu est completement incolore; l'autre part reste
intacte.

Adjonction de 3 cc. de cette solution ä un milieu de Coons avec
10°/o de maltose inactif, 2%> d'agar et 0,s %o d'asparagine.

10 minutes
Sterilisation: Lumiere.

115°
Souches 7 (+) et 15 (—) Burgeff.
Ce couple presente peu d'affinites sexuelles et meme sur un milieu

favorable forme peu de zygotes. Nous l'avons choisi ä dessein. Apres
8 jours :

Temoin sans vitamines Adjonction de vitamines
non traitees

Adjonction de vitamines
traitees au noir animal

Tres faible mycelium aerien
Pas de zygotes

Mycdlium adrien trfcs forte-
ment ddveloppe, touffu
large ligne de zygotes

Trfes faible mycelium aerien
Pas de zygotes

De cet ensemble d'essais, il ressort que la levure, riche en
vitamines B et substances voisines, et les substances que l'on en peut extraire
ou precipiter, ont une action tres nette sur la croissance et la sexualite
de Phycomyces. Cette action est analogue ä celle du maltose Kahl-
baum; dans le cas du concentre de vitamines Harris, elle est extra-
ordinairement plus intense, la dose active est de 2% mg. pour 50 cc.
de milieu soit 0,oooos g. par cc. de milieu. Comme pour le maltose
Kahlbaum, l'adsorption par le noir animal fait disparaitre la substance
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active. II est tres probable qu'il s'agisse, dans les deux cas, d'une

substance de meme nature. De toute faqon, l'identification de notre

corps actif avec une substance de nature vitaminique devient plus

plausible encore.

7. Essai ^identification du facteur actif joint au maltose K.

Avant de considerer notre substance comme un nouveau facteur,

il est necessaire d'essayer de l'identifier avec les facteurs vitaminiques
de ja connus, a action analogue.

Seuls entrent ici en consideration les facteurs hydrosolubles et

thermostables (nos milieux sont sterilises ä 120° II nous reste tout

le complexe de la vitamine B et des facteurs voisins, soit, d apres les

connaissances actuelles :

1° facteur B1, antinevritique; relativement thermolabile
2° facteur B2, antipellagreux thermostable, facteur P.P.

Nous avons de m§me les facteurs de croissance des micro-

organismes :

1° Le «Bios» de Wildiers (vitamine D de Funk), vitamine

de croissance des microorganismes ou, comme l'ont appele R a n -

doin et Lecoq (1928) «vitamine d'utilisation cellulaire, de

croissance cellulaire » : tres thermostable.
2° La co-zymase de Harden, Euler et ses collaborateurs.

3° Le facteur Z (Z1 et Z2) de Tore Philippson.
Le facteur B1 n'intervient pas; d'ailleurs l'extrait de levures Harris

a ete reconnu en contenir fort peu. Le malt duquel nous supposons

issu le facteur actif du maltose Kahlbaum pourrait en contenir; il est

peu probable qu'il resiste ä une sterilisation ä 120°.

Par contre le facteur B2, tres thermostable et si repandu pent

intervenir.
Parmi les facteurs propres aux microorganismes, il faut distinguer

nettement le bios qui accelere la croissance des cellules de levures,

sans intervenir dans la fermentation, du facteur Z et de la co-zymase

qui agissent sur la fermentation (l'un de la levure seche, 1 autre de

la levure vivante) mais qui sont inactifs en ce qui concerne la
croissance. Les facteurs dits de fermentation ne doivent pas intervenir

pour notre champignon. Les Mucorinees sont susceptibles de produire,
dans certaines conditions (en anaerobiose) une fermentation alcoolique.

Mais nos cultures etant en aerobiose, le probleme de la fermentation

alcoolique ne se pose pas. II est possible que co-zymase et facteur Z

se retrouvent dans les extraits de levures, surtout dans ceux que nous

avons prepares nous-meme, mais ce ne sont pas eux qui doivent intervenir

dans la croissance et dans la sexualite de Phycornyces, cultive

dans les conditions experimentales indiquees. D'ailleurs, la haute tern-
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perature ä laquelle nous sterilisons nos milieux, detruit certainement
leur action. II est fort, probable que si nos cultures etaient en anaero-
biose et le siege d'une fermentation alcoolique et que nous inhibions
Paction de la zymase par l'acide monoiodacetique, l'effet de notre
substance active continuerait ä se manifester

II nous reste, done, soit le bios, soit le facteur B2. Le probleme
de leur identite ne se pose plus : on sait que la substance extraite de
la levure et qui agit sur l'utilisation nutritive et sur l'equilibre nerveux
du pigeon et du rat (facteur antinevritique et antipellagreux) n'est
pas celle qui rend les cultures de levures abondantes et rapides.

II ne nous est pas possible de choisir : seule l'experimentation
sur Panimal indiquerait si notre maltose est doue egalement de l'une
des proprietes du complexe B.

Tant que la composition chimique de chacune de ces deux
substances n'est pas exactement connue, on ne peut avec certitude faire
le depart entre les deux substances. Nous ne pouvons suivre les au-
teurs travaillant avec un extrait de levures qui, si purifie soit-il, n'est
pas une substance chimiquemenl definie, et qui ne veulent reconnaitre
que l'un ou l'autre des deux facteurs cites. II est certain que dans
quelques cas on peut distinguer nettement ce qui revient ä l'un et ä
l'autre, mais il ne faut pas oublier que Randoin et Lecoq
ont montrb que la vitamine de croissance cellulaire est indispensable

au pigeon. Funk lui-meme qui l'avait distinguee de la vitamine
B (ä la suite d'experiences effectuees sur les animaux alors que
W i 1 d i e r s partait d'essais portant sur des levures) croit (1924) que
cette substance joue un röle important dans tous les organismes vi-
vants. Nous admettons done que cette substance est soit la vitamine«
B2, soit une fraction du bios, soit une substance voisine de ces deux
corps. Cette meme substance se retrouverait dans l'extrait de levure
qui s'est montre si actif.

Le probleme principal pour nous est celui de Taction sur la sexualite.
Chez ces organismes, les phenomenes de la nutrition et de la

sexualite sont si contingents, que tout ce qui agit sur la nutrition
retentit egalement sur la sexualite. Cependant — voir Taction de
la gelatine — il existe des conditions de nutrition, telles que la
croissance s'effectue d'une maniere intense et que la sexualite ne se
manifeste pas II n'est done pas certain que notre substance soit
simple, qu'elle agisse d'une maniere favorable sur la croissance et la
nutrition et, par contre-coup, sur la sexualite. On peut simplement
dire : ou bien il s'agit de deux substances differentes, ou il s'agit d'une
seule et mhme substance et dans ce cas, il faut faire intervenir la notion
de seuil: jusqu ä une certaine dose, eile favorise nutrition et
croissance, au-dessus de ce seuil, eile declanche avec intensite les affinites
sexuelles.
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8. Conditions et mode d'action du facteur actif.

Dans les experiences effectuees jusqu'a maintenant, nous avons
utilise un milieu de Coons de composition invariable (sucre 10%, aspa-
ragine 0,5 %o). C'est avec ce milieu que nous observons Taction parti-
culiere du maltose Kahlbaum par rapport aux autres maltoses dont
Taction est nulle, ainsi que par rapport aux autres mono- et disa-
charides utilises.

Nous etablissons ici ce qui arrive si les conditions chimiques de

culture changent.

Maltoses utilises seuls.
Les divers maltoses sont ajoutes au taux de 10 % ä un milieu de

Coons de formule saline habituelle mais prive d'azote (asparagine) avec
2°/o d'agar. 10 minutes

Sterilisation:
115°Lumiere

Temperature : 20°.
Souches 4 (—) et 7 (+) Burgeff.

Apres 10 jours :

Maltose Merck
cristallisb

Schuchardt
cristallisd

Schuchardt
crist. chim. pur

Poulenc pur

1. 180 zygotes
2. 200

210 zygotes 200 zygotes 160 zygotes
150

Partout: faible mycelium aerien et de surface; les zygotes sont

en ligne etroite, presqu'en file.

Kahlbaum ordinaire Kahlbaum purif. par alcool B. D. H.

1. 180 zygotes
2. 180 >

220 zygotes 210 zygotes
160

Partout : tres faible densite du mycelium aerien.

Temoin : meme milieu, mais adjonction de 0,s°/o d'asparagine.

Kahlbaum
ordinaire

Merck cristallisb Schuchardt B. D. H. Poulenc

mycelium adrien
tres dense

large ligne de

zygotes
4 — 5 zygotes

mycelium aerien tres laible
i

0 zygote 6 zygotes 3 zygotes
1

II ressort de ces experiences le resultat singulier que, lorsque le

milieu est prive d'azote, tous les maltoses, y compris celui de Kahl-
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bäum donnent des resultats sensiblement identiques; les eehantillons
qui, avec asparagine, ne donnaient rien, fournissent la meme recolte
que le maitose de Kahlbaum qui auparavant en donnaient une beau-
coup plus forte. II y a comme un nivellement general.

La culture a un aspect tres pauvre; pas de mycelium aerien, les
zygotes sont en ligne, isolees; l'ensemble offre une apparence bien
differente de celle que presentent les cultures avec maitose Kahlbaum,
meme lorsque celles-ci n'ont que 200 zygotes.

Comme de toute fagon, il doit y avoir une source d'azote, il faut
penser soit ä l'azote atmospherique dont l'utilisation par les champignons

inferieurs devient de plus en plus certaine, soit ä l'azote de

l'agar qui est abondant mais repute non assimilable, soit tout simple-
rnent ä l'impurete azotee jointe ä divers eehantillons de maitose.

Par contre, si l'on ajoute au milieu, une dose d'asparagine allant
jusqu'ä 1 %>, on voit tous les eehantillons donner lieu ä des cultures
oü les affinites sexuelles ne se manifestent plus, tandis que le maitose
Kahlbaum fournit ces cultures luxuriantes si caracteristiques.

Ce fait singulier nous aidera ä comprendre le mode d'aetion de
l'impurete vitaminique jointe au maitose.

Action des autres Sucres employes sans azote.
MSmes conditions d'experience que pour la premiere serie.

Saccharose Glucose Lactose Galactose Löyulose

1. 100 zygotes
2. 112

75 zygotes
80

20 zygotes
11

25 zygotes 90 zygotes
65

Partout: tres faible mycelium aerien, analogue ä celui des maltoses
cultives sans azote.

A part le lactose et le galactose, les autres sucres se pretent aux
mbmes remarques que les divers maltoses. Avec la dose normale d'asparagine,

ils ne donnent naissance ä aucune zygote; employes sans azote,
ils arrivent presque ä fournir les memes cultures que les maltoses sans
azote.

En ce qui concerne la source de leur azote, on peut faire la mfSme

remarque que pour les maltoses.

Action des concentres de vitamines B (Harris)
sur les cultures sans azote.

Les concentres de vitamines B. agissant d'une fagon tres favorable
sur les cultures ordinaires avec echantillon de maltose purifie (+ azote),
nous nous sommes demande si le meme effet se produirait en i'ab-
sence de la source habituelle d'azote.
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Milieu de Coons ordinaire avec 10 °/o de maitose inactif et 2 %>

d'agar, sans azote.
Mernes conditions de culture que pour les precedentes series.

Temoin sans vitamines Adjonction de 0,o4°/o de vitamines Harris, sterilisdes
avec le milieu

140 zygotes
en ligne: aspect typique

des cultures sans azote,
tres faible developpement

du mycelium aerien

1.

400 zygotes
myedlium aerien beaueoup

atteindre l'aspect des c

-j- asparagine

2.

390 ä 400 zygotes
plus dense sans cependant
ultures maltose Kahlbaum

L'adjonction de vitamines B agit d'une maniere tres favorable
sur les milieux de culture prives de leur azote normal.

Action des concentres de vitamines B sur les
Sucres autres que le maitose.

Milieu de Coons normal, avec 10 % de sucre, 2 % d'agar et 1 %o

d'asparagine.
Mernes conditions de culture que pour les precedentes series. Sur

ces milieux, il n'y a aucune formation de zygotes.
Adjonction de 0,o4% de concentre de vitamines B (Harris) sterilise

avec le milieu.

Apres 10 jours :

Saccharose Glucose Galactose Lactose

large ligne de
zygotes, mycdlium
aerien touffu,
aspect semblable ä
celui du maitose
Kahlbaum

ligne de zygotes un
peu moins large

zygotes abondantes
mais se formant
d'une faeon
tardive

faible ddveloppe-
ment 50 zygotes
environ

Nous observons done que les Sucres autres que le maltose qui,
agissant dans des conditions de culture telles qu'ils ne donnent lieu
ä aucune formation de zygotes, deviennent actifs par adjonction de
concentre de vitamines B.

En conclusion : en privant un milieu de Coons, ä base de maitose
ou d'autres Sucres, de son azote (asparagine) on produit un nivellement
des cultures, parmi lesquelles on ne peut plus distinguer Taction du
maitose Kahlbaum.

C'est en presence d'une dose determinee d'asparagine que les
cultures faites avec du maitose Kahlbaum se distinguent par l'action

7
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extraordinairement nette: c'est done dans ces conditions que I'im-
purete active, jointe au maltose Kahlbaum agit avec son maximum
d'intensite. Les cultures sans azote sont activees par l'adjonetion de

vitamines B.

En trouvant ainsi une condition experimental dans laquelle l'im-
purete jointe au maltose Kahlbaum n'agit pas, nous avons immediate-
ment une voie ouverte pour arriver k la comprehension du mode
d'action de cette impurete active.

L'explication que nous fournissons de ces faits est la suivante :

Pour Mucor hiemalis (ainsi que pour Phycornyces) nous avons montre
que la formation des zygotes depend de la teneur en sucre, de la teneur

Sucre /Carbone\ _en azote et du rapport ou I Dans une serie a maltose
azote \ azote <

variable et ä azote constant, l'intensite de la formation des zygotes
sera proportionnelle ä la teneur en sucre. Si dans une autre serie k
sucre variable, nous augmentons la teneur (constante) de l'azote, les

zygotes commenceront k se former avec une dose de sucre plus elevee

que dans la serie precedente. Autrement dit, l'asparagine exerce une
sorte d'inhibition sur le developpement vegetatif et sur la sexualite;
eile doit §tre presente ä un taux inferieur limite; si ce taux s'eleve,
il faut une dose de maltose croissante pour lutter contre cette inhibition,
cela jusqu'ä une certaine limite k partir de laquelle la concentration
moleculaire totale devient trop elevee pour permettre un developpement
normal du champignon.

Or, nous venons de voir qu'avec une dose minime d'azote (aspa-
ragine) les zygotes se formaient (pour un taux donne de sucre) avec
tous les echantillons de maltose; les taux superieurs d'azote (aspara-
gine) sont inhibiteurs, sauf pour le maltose Kahlbaum. Tout se passe
done comme si l'impurete active jointe ä ce dernier echantillon de maltose

aidait le champignon ä resister ä l'inhibition due ä un taux trop
eleve d'azote (asparagine). L'action extraordinairement favorable des

extraits de vitamines caracterisees, adjoints aux maltoses inactifs est

une preuve ä l'appui de cette conception.
Par quel mecanisme se produit cette action
On sait que certaines levures fermentent plus rapidement le maltose

que d'autres Sucres. Trautwein et Wassermann (1929)
etudiant 15 levures en trouvent trois pour lesquelles la demi-periode
de fermentation est inferieure k celle du glucose et du saccharose. Les
auteurs ne peuvent expliquer le fait qu'en faisant intervenir l'opinion
de l'ecole de Willstätter qui affirme que le maltose peut 6tre fer-
mente directement sans |itre au prealable hydrolyse en glucose. D'ail-
leurs, Yamasaki (1931) etudiant les etapes de la fermentation du
maltose (formation de methylglyoxal) montre que le systeme fermen-
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tatif du maltose n'est pas different de celui du glucose. Cette action
particuliere observee par Trautwein est aecidentelle, speciale ä

certaines especes ou races de levures qui ont une affinite speciale pour
le maltose. Ce phenomene de nature fermentative n'a rien a voir avec
nos observations, qui concernent un phenomene de croissance, non pas
particulier ä une race, mais beaucoup plus general (voir chapitre
suivant).

9. Discussion des resultats.

Divers auteurs ont examine — ä la suite d'observations dues

generalement au hasard — l'influence du degre de purete du sucre sur
les microorganismes.

Glucose : Linossier (1919) observe qu'avec le glucose de

commerce (impur), les cultures dcOidium lactis presentent un poids sec
de champignon plus eleve que celles qui sont effectuees sur du glucose

pur. Malheureusement Linossier ne cherche pas k isoler le facteur
accessoire de croissance auquel il fait allusion et se contente de faire
des experiences, controles avec des extraits autoclaves de choux reputes
riches en vitamines; il observe une action accelerante pour O'idium et

Penicillum, surtout si auparavant le champignon a ete place dans des

conditions de culture defavorables.
On ne peut tirer aucune conclusion apres l'emploi d'une substance

et d'un melange aussi complexe que l'extrait de chou.
Nous avons fait avec Phycomyces des essais comparatifs en em-

ployant soit le glucose de commerce (B. D. H.) soit le glucose purissi-
mum (B. D. H.). Les resultats, tant en ce qui concerne le developpement
vegetatif que 1a- sexualite furent tres mediocres avec les deux sucres.

Saccharose: Willaman et Olsen (1923) observent que le
saccharose purifie a l'alcool ä 95°, puis trois fois ä l'alcool k 80° devient
de moins en moins favorable a la croissance de la ievure. Ces auteurs
concluent k la presence d'une impurete soluble dans l'alcool k 80° et
cherchent k montrer son analogie avec le bios de Wildiers.

Lactose : G'est en partant du lactose du commerce dont ils com-
parent Faction k celle du lactose purifie que Hopkins et ses colla-
borateurs etablissent 1'existence d'un facteur de croissance indispensable
au rat. Le lactose de commerce accelere d'une fa§on marquee la
croissance de cet animal tandis que le lactose purifie n'a plus d'action.
Avec le lactose de commerce, on introduit une faible dose supple-
mentaire d'azote (0,2 ä 0,s4%«).

Ce sont ces faits qui ont servi de base ä la notion de facteur dit
hydrosoluble ou vitamine B.

Maltose: Rose en 1910, Lindner et Saito en 1910—1911,
le premier avec Endomyces, les seconds avec diverses levures, cons-
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tatent qu'avec de nombreux milieux synthetiques ä base d'asparagine,
ces champignons peuvent assimiler fortement le maltose, mais pas le
glucose qui est pourtant fermente. Les auteurs ne peuvent expliquer le
fait qui semble paradoxal.

En 1912, Lindner determine la teneur en azote du maltose
Kahlbaum qu'il fixe ä 0,25 °/o; il ne croit pas que cette quantite d'azote
joue un role direct important mais qu'elle facilite l'assimilation de
l'azote athmospherique. II constate que les cultures avec uree + maltose

Kahlbaum, reussissent mieux que celles avec uree + glucose.
K1 u y v e r (1913) reprend la question avec Endomyces Magnussi

Saccharomyces exigus, Schizosaccharomyces Pombe et des levures du
la-it et retrouve les mgmes faits soit en utilisant l'asparagine, soit en
remplatjant celle-ci par une autre source azotee; il pese les levures qui
ont crü dans la solution d'Hayduck (meme composition minerale que
le milieu de Coons) et constate par exemple que les levures de lait qui,
sur glucose, fournissent un poids de matiere de 1 gramme, atteignent
sur maltose, le chiffre de 72 grammes. K 1 u y v e r part de l'idee des
infiniments petita chimiques de Bertrand et suppose qu'une impurete
se trouve jointe au maltose. II constate qu'apres deux cristallisations
successives (selon Soxhlet), le maltose de Kahlbaum ne possede plus
de superiorite. Le maltose de Merck ne la possede pas non plus; il
s'agit done d'une propriete particuliere au maltose de Kahlbaum. L'au-
teur fait des analyses d'azote et trouve que le maltose Kahlbaum con-
tient 0,22 % d'albumine tandis que le maltose purifie n'en contient que
0,04 °/o; il attribue une importance qualitative ä ce supplement d'azote
apporte.

Lindner a, en 1913, une interessante discussion avec Kluyver; il
emet l'idee d'une substance analogue au bios de Wildiers en montrant,
cependant, que le bios de Wildiers se dissout dans l'alcool ä 80°, tandis
que ce meme alcool, precipite, selon Kluyver, l'impurete du maltose.

Kita (1914) ne croit pas ä l'hypothese de Kluyver et apres des
experiences quantitatives, pense qu'au maltose de Kahlbaum, se trouve
joint un corps inconnu agissant ä la maniere de l'oryzanine decouverte
en 1912 par Susuki et ses collaborateurs et qui fonctionnerait comme
catalyseur de l'assimilation. Kita n'a pas approfondi cette hypothese.

Le probleme est discute par Kluyver au chapitre II de sa
these (1914).

De toute fa<jon, le probleme est pose. Aucun auteur ne l'a resolu
et n'a etudie la nature et les caracteristiques de cette substance
inconnue.

11 nous semble done que nos recherches ont place le probleme dans
la situation qu'il doit avoir aujourd'hui, considere du point de vue des.
vi taurines.
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L'etude de l'impurete du maltose de Kahlbaum ne constitue qu'un
point de depart; sa valeur en soi est limitee; mais eile permet d'intro-
duire experimentalement le probleme de l'action des vitamines sur la
sexualite des Stres inferieurs, question singulierement plus generale.

10. Conclusions.

1. Les conditions de formation des zygotes sont precisees en ce

qui concerne l'action du malt, de l'agar, des sucres ainsi que l'action
inhibitrice de la gelatine.

2. L'action particuliere du maitose Kahlbaum est constatee et

par une etude des caracteres chimiques de divers echantillons de ce

sucre nous concluons ä la presence dans le maltose Kahlbaum d'une

impurete, probablement azotee, et dont les caracteristiques sont etu-
diees et la nature vitaminique supposee.

3. L'action d'un concentre de vitamine B. prepare ä partir de la
levure de biere et contenant les divers facteurs du groupe B, est etudie;
son action accelerante sur la sexualite de Phycomyces est extremement
forte. Celä rend plausible l'hypothese d'une substance de nature
vitaminique jointe au maitose Kahlbaum.

4. Le mode d'action de cette substance est etudie; eile semble,
dans les conditions de nos experiences, rendre le champignon apte ä

resister ä l'inhibition causee par une tres forte dose d'asparagine; en

meme temps, nous mettons en evidence la relativite de l'action de

l'impurete qui se manifeste dans les conditions donnees; avec des milieux
sans substances azotees, tous les maltoses et divers autres sucres,
donnent des cultures semblables, avec une faible recolte de zygotes.
Mais avec une certaine dose d'asparagine, l'action particuliere du maitose

Kahlbaum s'affirme avec intensite, alors que dans les memes
conditions tous les autres echantillons de maitose — ainsi que d'autres
sucres — ne produisent pas ou que tres peu de zygotes.

5. La nature de cette substance est difficile ä preciser; eile ne
semble pas etre un biocatalyseur de fermentation (co-zymase, facteur
Z), mais se rapprocher du bios (vitamine D, ou d'utilisation cellulaire).
Nous ne pouvons l'assimiler definitivement ä l'un de ces corps, il s'agit
peut-etre d'une substance differente. Son action sur la sexualite est

directe ou non (par l'intermediaire du developpement vegetatif).
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