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Beriéhte der Schweiz. Bot, Gosellschaft, 1934, Bd. 43, Hefs 2.

Recherches sur un facteur de croissance
de microorganisme. Son action sur les Mucorinées.
Essai de généralisation.

Par W.-H. Schopfer.

Institut botanique de 1'Université de Berne.

Manuserit regu le 28 avril 1934.

La Mucorinée Phycomyces blakesleeanus s’est montrée, dans des
conditions déterminées, trés sensible & l’'action d’un facteur de crois-
sance contenu dans la levure, dans le germe de blé, dans les extraits
concentrés de levures (solubles dans l’eau). Sur un milieu & base de
glucose puriss. 10 %o, asparagine puriss. 1 %0 MgSO* 0,5 °/ee, KH* PO*
1,5 °/oo, on n’observe qu'une faible germination de spores, les hyphes
ne se développent pas, il n’apparait aucun mycélium aérien; avec ad-
jonction de quelques y de ces extraits, il se produit un mycélium abon-
dant et de nombreux sporanges. De méme, la formation des zygotes est
fortement accélérée. Le développement végétatif passe de quelques mgr.
pour le témoin 4 50—100 mgr. pour Vexpérience avec adjonction de
substance active, les zygotes de 0 a 1000.

A. Influence sur la sexualité,

Nous nous demandons ici si ces phénomeénes sont liés & quelques
couples de souches ou s’ils peuvent s’observer avec toutes les souches
de Phycomyces dont nous disposons. Ces souches font partie de 5 gené-
rations issues de la méme zygote et fournies par le professeur Burgeff;
en plus, nous avons un couple de souches provenant de I'Institut de
- Physiologie végétale de Berlin (I. P.) et un de Washington (D* Blakeslee)
(Ba). Le milieu est le méme que celui cité plus haut. A 500 cc. de milieu
nous ajoutons 4 ce. d’extrait de germes de blé pur, préparé selon la
technique habituelle et renfermant 14 °/o de résidu sec; il y aurait done
par ce. de milieu 0,0012 g. de substance seche. Cette dose est de beau-
coup supérieure 3 la dose limite active. Cette limite ayant déja éte
établie, nous avons choisi une quantité plus forte, afin d’étre assuré
d’'une possibilité d’action indiscutable. Le tout est stérilisé a 120° pen-
dant 20 minutes, le facteur de croissance étant thermostable. Le milieu
solide contient 3 %o d’agar, les ensemencements se font & raison de
3 gouttes de suspension de spores pour les sexes (+) et (—). Tempéra-
ture de eulture 18°. Pour chaque couple utilisé, nous avons un témoin
sans facteur de croissance.
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Les observations se font aprés 7 jours de culture.’

IP(4)XIP(—) | Ba(4)XBa(—) | RHXIDE)
Témoin . : 0 0 0
-+ fact. de crois- | large ligne de zy- id, 450
sance gotes jaunes en
formation
3 (4) X 51 (—) 10 (4) X 4 (—) 8 (+) > 160 (—)
111 v III IIT III Vv
Témoin . . 0 0 0
- fact. de crois- 450 100 large ligne jaune,
sance - beaucoup de zy-
gotes avortées

Nulle part les témoins ne présentent de mycélium aérien; par
contre, avec adjonction de facteur de croissance, mycélium aérien trés
dense, avee de nombreux sporanges bien formés.

Les expériences suivantes sont faites avec 3 cc. du méme extrait
de germe de blé pour 5000 cc. du méme milieu.

46(-F) X 15 (—)|12 (1) X48(—)| 54 (+)X 2 (—) |53 (+) < 26(=)| T+ 17 (=) |
v I - Il v 1V I v I iy iy
Témoin . 0 0 0 1 0
+ fact. de 260 130 400 300
croissance 450 -
ligne de 4mm.|ligne de 5mm.|ligne de 4 mm.|ligne de Smm. |ligne de 4 mm.}

Chez le témoin, trés faible myecélium aérien de surface, pas de
hyphes aériennes, pas de ligne de réaction sexuelle. Pour les expériences
avec facteur de croissance, mycélium aérien dense et luxuriant, cachant
complétement la ligne de zygotes.

Il apparait donc, & I'aide de ces croisements faits au hasard et
comportant 22 souches différentes, que toutes ces dernieres reagissent
4 la présence du facteur stimulant contenu dans le germe de blé. Les
réactions sont différentes, les potentialités des diverses souches 1'étant
également.

Sur un milieu naturel (malt-agar) favorable au développement
végétatif et & la sexualité, les résultats sont différents aussi, quoique
le milieu soit semblable (cf. Wesendonck). Il n’est du reste pas certain

que chaque souche de cette méme espéce ait exactement les mémes con-
ditions de culture.

1 Les chiffres romains placés sous le numéro d'ordre de la souche se rap-
portent & la génération (de I a V).
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Il s’agit maintenant de savoir si d’autres Mucorinées voisines
réagissent également & la présence de ces facteurs.
Les espéces utilisées sont :
Phycomyces blakesleeanus, comme témoin ()
Absidia coerulea (Berlin) ()
Absidia glouca (Washington) (+)
Absidia orchidis (Washington) (=)
Absidia repens (Baarn) (&)
Mucor hiemalis (Berlin) (1)
Mucor hiemalis (Washington) (—)
Mucor mucedo (Washington) (1)

Rhizopus nigricans

(Baarn) (a et b)

Le milieu et les conditions de culture sont les mémes que pour les

expériences précédentes.

Résultats obtenus

1 (2mejour) + facteur de crois-
sance

Témoin

(5mejour) }-facteur de crois-
sance .

développement extréme-
ment intense

comme pour le 2me jour

Absidia coerulea | Mucor mucedo | Absidia orchidis | Mucor hiemalis
Témoin . bas de contact | pas de contact | pas de contact | pas de contact
entre les 2
sexes
(2™ jour) . | myec. aérien pas de mye. aé- | myc. aérien trés | myc. aérien
faible rien faible faible
-+ facteur | contact, mye. contact, myc. aé- | contact, myec. contact, myc. aé--
de crois. aérien dense | - rien faible aérien plus rien touffu et
et élevé dense plus élevé
Témoin . ligne de zygo- zygote: 0 faible ligne de zygote: 0
tes aériens. zygotes :
Faible, non
(5™e jour) . visible par
. transparence
~+ facteur | large ligne de | beaucoup de large ligne de | zygote:0 mais
de crois. zygotes bien copulations, zygotes i- fort  mye,
visible par pas de zygo- sible par aérien
transparence te visible transparence
Rhizopus nigricans Phycomyces blakesleeanus
Témoin trés faible mycélium aérien | culture trés faible, presque

pas de mycélium aérien
contact partiel

aucun contact, culture
faible

développement intense
500—550 zygotes
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Mucor mucedo Absidia glauca Absidia repens
Témoin zygotes: 0 | large ligne de zygotes |zygotes: 0
(bme jour) -}- facteur| 100 zygotes |large ligne de zygotes, | zygotes: 0
de croissance développement végé-| développement vé-
tatif plus intense gétatif plus intense

Il apparait donc que Phycomyces blakesleeanus, Mucour mucedo,

Absidiea coerulea et orchidis sont dans les conditions de nos cultures,
~ sensibles, mais d’une maniére inconstante, &4 Paction d'un facteur de
croissance du germe de blé, tant en ce qui concerne le développement
végétatif que la sexualité. La différence d’avec le témoin est trés nette
au début, elle tend & s’atténuer ensuite. Phycomyces blakesleeanus
occupe une place tout & fait spéciale; les différences se manifestent
avec une intensité et une constance que ’on ne retrouve chez aucune
des autres Mucorinées étudiées.

Dans un second essai avec les mémes souches, nous pratiquons la
numération des zygotes. Pour Phycomyces, cela peut se faire & I’ceil nu.
Pour les autres espéces, nous effectuons un certain nombre de numéra-
tions avec I'objectif 3 du microscope. En additionnant tous les résultats
obtenus, nous avons des chiffres qui sont comparables entre eux et
donnent une idée de la densité de la ligne de zygotes.

Témoin
sans facteur de croissance avec facteur de croissance
Phycomyces blakesleeanus
total 0 : 600—700
Mucor mucedo '
total 0 - 100
Absidia orchidis 9,10,11, 11,9, 9, 3, 4, | 25, 13, 21, 19, 14, 25, 15, 22, 14
12,49 18,47
total 130 , total 168
Absidia repens
total 0 0
Mucor hiemalis : '
total 0 0
Absidia coerulea largeslignes de zygotes,
égales en densité
Absidia glawca idem.

En ce qui concerne la sexualité, il est done indiscutable, que cer-
taines Mucorinées sont sensibles et d’autres pas; chez toutes il y a
accélération du développement végétatif visible au début.
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Les variations de milieu peuvent-elles avoir une influence sur
laction du facteur de croissance ?

Nous savons que les variations des constituants azoté et carboné
ont une grande influence sur la sexualité; il existe méme pour Phyco-
myces des conditions telles que le développement se fait sans facteur
de croissance (Schopfer 1932) Pour Absidia orchidis, nous faisons
varier l'asparagine.

Dans les champs mesurés
Asparagine
avec facteur 0,1 cc. pour 50 cc. de miliew Témoin

1 %00 245 231
2 %00 104 122
3 %/00 88 80
4 %/o0 30 27
5 %00 rares zygotes isolées

Dans aucun cas nous n’avons une différence nette en faveur de
I’expérience avec facteur de croissance.

Dans les 5 expériences, le développement végétatif est un peu
accéléré au début (avec facteur), mais il y a ensuite une sorte de com-
pensation. Avec 4 et 5 °/eo d’asparagine, la coloration violette du cham-
pignon est un peu plus faible. Avec toutes les doses d’asparagine le
développement végétatif est tres intense malgré la forte dose d’azote
qui chez Phycomyces et Mucor hiemalis agit en inhibant le développe-
ment. Les spécificités culturales sont fortes parmi les Mucorinées.

B. Influence sur le développement végétatif en milieu liquide.
@) Action de Uextrait de germe de blé sur diverses Mucorinées.

Méme milieu que précédemment. Extrait de germes & 17,7°% de
résidu sec, dilué 10 fois; 20 cc. de milieu. Ensemencé avec une suspen-
sion dense de Spores. E = émersion.

Absidia repens (—) Baarn

Témoin Y10 ®/10 1 2 4 ec.
Bme jour pas E, ! émersion croissante
Tme jour pas E. /2 em, 2 3/a 1 em. |1cm.haut.
8me jonr 34 37 49 BE b8 66 mgr. de
: substance
séche

Avec /10 de cc. il y a augmentation de poids de la récolte séche et
augmentation de la hauteur du mycélium aérien.
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Absidia coerulea (+) Baarn

Témoin o %/10 ' 1 R 4 ce.
\ |
Bme jour pas K. émersion croissante : ,
Tme jour pas E. 1em |[1—1Yscm.| 1'fpem. | 1Y2cm. |1Y2—2cm.

(teinte violette de plus en plus intense)

69 mgr. 63mgr. | T6mgr. |90 mgr. de

substance
seche

Avec ®/10 ce. il y a augmentation de 'intensité de la teinte violette,
de la hauteur du mycélium et du poids de matiére séche.

8me jour 50 mgr. 65 mgr.

Mucor mucedo (—) Berlin
l | l [

Bme jour pas E. émersion croissante
sporanges idem.
Tmejour |E.trésfaible| E. nette peu de mycélium, mais
sporanges sporanges de plus en plus nombreux
8me jour 28 mgr. 44 mgr. 33 mgr. 29 mgr, 34 mgr. |52 mgr. de
substance
séche
Avec /4, et %/,, influence nette.
Mucor hiemalis () Berlin
Témoin 10 5/10 1 2 4 cc.
J
Hme jour pas E. fort mycélium submergé, jaune intense
7= jour | faiblement peu de différence dans le développement
jaune
8me jour 29 mgr. | 32,6 mgr. | 29 mgr. ’ 34 mgr. I 33 mgr. |40 mgr.sec.

Peu de différence
Mucor hiemalis (—) Washington

: I [
Hme jour pas E. mycélium immergé croissant peu de myc. aérien
8me jour 19 mgr. 32 mgr. | 50 mgr. 52 mgr. 62 mgr. |75 mgr. sec.
Différence nette avec /10 cc ‘
I
Absidia orchidis (+) Washington
| [
bme jour faibl. E. E. nette violet E. et teinte violette croissante
violet jaune

7me jour | 1 cm. /2 cm. 1'/2 em. |[1'/s4—2 cm. |1'2—2 cm.| 2 em. haut.
8me jour 45,5 mgr, | 63 mgr. 59 mgr. |64 mgr. 72 mgr. | 90 mgr. sec.

Avec /10 de cc. déja, différence nette
Absidia glauca (+) Washington

' I | !
bme jour | E.faible |E. forte Emersion et teinte verte de plus en plus forte
blanc vert
7me jour /s ‘ 12 3/4 3/s 34 1 cm.
8me jour 95 85 90 86 92 | — mgr. sec.

Aucune différence
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- Thamnidium elegans (Berne)
(homothallique)

Développement faible, trés peu de différence entre les divers termes de
I'expérience. '
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Action de l’extrait de germe de blé sur diverses Mucorinées.
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On voit donc qu'un certain nombre d’espéces sont sensibles tant
au point de vue du poids de matiére séche que de la hauteur du mycé-
lium aérien, de la formation du pigment, de la présence du sporangio-
phores aériens et de sporanges bien développés. En aucun cas on ne
trouve ces manifestations étonnantes qui caractérisent Phycomyces chez
lequel la différence entre l'expérience avec facteur de croissance et le
témoin va du tout au rien.
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Nous devons cependant faire cette réserve que pour notre étude,
il faut un milieu de départ tel qu’il soit déficient; avec d’autres milieux
peut-étre, la différence serait plus marquée. Nous croyons pour
Pinstant, qu’il est inutile d’appliquer & d’autres espéces la technique
qui réussit si bien avec Phycomyces et pour laquelle ce champignon est
un réactif si sensible.

S’agit-il pour Phycomyces d'une action directe sur la sexualité ou
celle-ci ne s’exerce-t-elle que par lintermédiaire du développement
végétatif qui est tout d’abord influencé ? Les faits observés jusqu’a
maintenant semblent venir & I'appui de la premiére hypothése. On sait
combien les phénomeénes de la sexualité et ceux du développement végé-
tatif sont liés chez ces champignons. Tout ce qui agit sur la seconde,
retentit également sur la premiére.

Cependant nous avons montré que dans certaines conditions (ac-
tion de la gélatine par exemple) le développement végétatif est extré-
mement intensifié, alors que la formation des zygotes est complétement
inhibée. Il y a done conditionnement spécifique de la végétation et de
la sexualité. Dans le cas-de la gélatine c’est la notion du rapport

carbone . _ . e Sl
3 e qui doit intervenir; lorsque la quantité d’azote est trop élevée,
azote

les manifestations des affinités sexuelles sont diminuées bien que
topographiquement elles pourraient se produire (hyphes bien dévelop-
pées, contact possible).

Il ne nous a pas encore été possible'de trouver des conditions telles
que le développement végétatif soit trés ralenti et la formation des
zygotes normale. Sur milieu solide, 1a chose est pratiquement impos-
sible, car si les hyphes sont peu développées il n’y a pas de contact,
partant pas de zygotes. Il faudrait trouver une technique permettant
I'emploi de milieux liquides pour I'étude de la formation des zygotes.

Jusqu'a maintenant, nous avons surtout effectué avee Phycomyces
des cultures en milieu solide dans le but d’étudier la formation des
zygotes. Il est indispensable d’effectuer également des cultures en
milieu liquide afin d’étudier les modalités de l’action de nos extraits
sur le développement végétatif seul, en 1’absence de toute sexualité et
de fixer les limites inférieures d’action.

b) Action d’extrait de germes de blé sur Phycomyces.

Extrait aqueux total, autoclave pendant 15 minutes & 130°; les
germes ont €été au préalable dégraissés par D’éther. Résidu sec :
17,73 g. %,

- Milieu habituel avec 10 %o glucose puriss. et 1 g. °/oo d’asparagine.
Souche 17 (—) Bgf. ' ‘
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30 cc. de milieu stérilisé avec D'extrait
Témoin 8/100 Vi 210 3/10 */10 /10 ce.
6me jour | rien 5 5 5 5—6 | 5—6 | 56 cm.
7me jour | rares peu de différences
boyaux de partout hauteur et densité égales 8—10 cm.
germinat. |
14me jour 0 94,5 95 105 121 123,56 [133 mgr. de
substance
séche

L’action est extrémement forte, déja avec °/i0 de cc. ce qui cor-
respond a 0,00029 g. de résidu sec par ce. de milieu.

Avec un autre extrait de germes de blé, exposé aux rayons ultra-
violets (totaux) nous avons les résultats suivants (une partie a été au
préalable dégraissée par ’éther, avant l'irradiation, ’autre non). Souche
17 (—) Bgf.

Dégraissé
Témoin ho 210 5/10 1
1er jour rien boyaux de germination visibles
6me jour | raresboyaux b | 5 5 5 cm. haut.
qme jour id. partout 8—10 cm,
15me jour id. 89 102 121 116,5 mgr, de
substance
séche
Non dégraissé
6™e jour id. 1%/a quelques mill. 2/ gazon ras -
myc. submer.
bien dév.
[me jour : id. 37 1 4 id.
8=e jour 38 28 65 72 mgr. de
ot : : substance
séche .

On ne peut concevoir une action plus nette. Il se manifeste une
forte différence selon que les germes ont été¢ dégraissés ou non. Clest
la premiére fois au cours de nos expériences que nous voyons se mani-
fester une action des lipides; il est vrai qu’ici ils sont irradiés par les
U-V. totaux.

c¢) Action de Uextrait concentré de levures Harris sur Phycomyces.

- L’extrait Harris est une préparation concentrée de levures entiére-
ment soluble (ce qui indique son haut degré de concentration et de
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- purification). Elle se présente sous forme d’une poudre jaune tres
hygroscopique. Elle est étalonnée par Osborne et Wakemann. Au sens
des physiologistes des animaux, elle est riche en vitamine B2, pauvre
en B'. Pour nous, elle renferme un facteur de croissance de micro-
organisme; elle accélére la marche de la fermentation. Elle nous a donné
d’excellents résultats en ce qui concerne le développement de la sexua-
lité de Phycomyces.

Méme milieu que précédemment (30 em®). La solution d’extrait
(0,05 %) est ajoutée en quantité variable et stérilisée avee le milieu.

En ajoutant la solution & 30 cc. de milieu de culture, nous avons
par cc. de milieu :

pour /1w ce. de solution d’extrait & 0,05% 1,7 y par ce. de milieu

» 1 » > » » > 0,06% 17 y» » » » »
» 2w » » » » 0,05 %0 34 4 » » » »
> B » » » > » 0,05 % 85  JREE BAE R »
> 10 » » » > » 0,05 %0 170 ARl S SR »

Résultats obtenus

avec asparagine — % %
Témoin Y10 1 2 5 10- ce.
[ !
Hme jour |rien net Emersion et nombre de sporanges croissants
, dév.subm.
6me jour id. id. 2 2—3 4 3-4 cm.haut.
Tme jour id. id. 3—4 E 5—6 4-5cm.haut.
8me jour 0 5,2 29 29,8 33 31,2 mgr.
‘ substance
séche
avec asparagine = 1 °/oo
Témoin Yo 1 2 5 1) cé,
I
5me jour 0 net Emersion et nombre des sporanges croissants
qques. ger- | développ.
minations | submergé
7= jour id. id. 3 b—6 b 5-6 cm.haut.
8me jour 0 3,8 39 63,6 76 77 mgr.
substance
séche

Avec les deux concentrations d’asparagine, 'action stimulante se
manifeste déja avec 1,7 y par ce. de milieu; avee 17 y elle est trés forte.
Elle apparait en relation avec la dose d’asparagine. En passant de 0,5
& 1 %00, la récolte séche est double. Comme, trés certainement, le fac-
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teur qui- agit sur Phycomyces ne constitue qu’une petite fraction de
I'extrait, on peut concevoir 'extréme activité de cette substance.

La question est done résolue : ce facteur de croissance peut agir
sur le développement végétatif seul; il agit par contre-coup sur la sexua-
lité. Une réserve peut cependant &étre faite. Tant que nous n’avons pas
une substance cristallisée définie, nous ne pouvons savoir si le facteur
actif est unique. Il n’est pas irrationnel de supposer ue nous puissions
avoir deux substances dont I'une agirait sur le développement végéta-
tif, 'autre sur la sexualité.

Lorsqu’on arrive a des doses aussi faibles, on touche & un probléme
important : celui de l'action catalytique des ions métalliques. Ceux-ci
se retrouvent partout et l'on connait leur action sur les microorga-
nismes. D’aprés Bertrand, Aspergillus niger est sensible au manganése
& des quantités de l'ordre du milliardiéme et du décimilliardiéme. Le
bacille tuberculeux est sensible au fer & des quantités de 1'ordre du
millionieme. On connait I'action du zine sur Aspergillus. Nous avons
montré celle du cuivre sur Mucor hiemalis.

Celle de divers autres métaux a été signalée. Ne se pourrait-il pas
que le facteur de croissance soit simplement un ion métallique ? L’eau
distillée ordinaire de laboratoire n’est jamais pure, 'eau bi-distillée en-
core moins. Une eau distillée ordinaire nous donne une réaction au
cuivre positive (a l'acide rubéique, réaction & la touche). D’aprés Las-
seur et Girardet, une eau de conductibilité K = 1,4 > 10—%, autoclavée
pendant 20 min. & 120° dans un Erlenmayer en verre de Bohéme acquiert
une conductibilité électrique de 16 X 1075, I1 est donec urgent d’exa-
miner notre probleme & ce point de vue.

Une impureté métallique pourrait s’introduire dans nos recherches

1° lors de la préparation du milieu de culture,
2° lors de la préparation des extraits et de leur adjonction au milieu,
3° lors de I'’ensemencement (contenue dans les spores).

1. Lors de la préparation des milieux de culture.

A part le facteur, tous les milieux — y compris les témoins — sont
préparés dans de la verrerie homogéne (les récipients étant du méme
dge). L’eau distillée est la méme que celle qui sert pour les extraits.
On ne peut concevoir une action du cuivre contenue dans I'eau distillée
ayant servi & préparer lextrait lorsque celui-ci est ajouté & dose faible
a 50 cc. de milieu préparé avec la méme eau.

Une impureté minérale peut étre jointe au KH?PO* et au MgSO*;
elle se retrouve aussi dans le témoin. Le thallium qui d’aprés Richards
se retrouve dans certains échantillons d’asparagine n’exerce aucune
action (Schopfer 1932). D’ailleurs il se retrouverait dans le témoin.
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2. Lors de la préparation des extraits.

Les germes de blé (ou les levures) sont en contact-avec de leau
distillée, de l'alcool, de I’éther. Ils séjournent dans des flacons bleus et
bruns. L’alcool, lors de sa préparation, est en contact avec du cuivre et
du fer. Il pourrait donc contenir ces ions. Mais de I'alcool et de I'éther
ajoutés au milieu témoin et évaporés, n’exercent aucune action stimu-
lante. Cette hypothése est donc exclue, aussi bien que I'a été celle de
I'eau distillée.

Les flacons bleus et bruns qui servent & conserver les extraits sont
soigneusement lavées, puis remplis avec de l'eau distillée ordinaire et
soumis a 'autoclave (120° pendant * heure). Cette eau ajoutée au mi-
lieu témoin n’a pas d’action stimulante. Lors de la stérilisation des mi-
lieux les conditions sont les mémes pour tous les milieux.

Il reste la possibilité d’un apport de ions par le germe de blé. Pour
résoudre cette question, 'expérimentation directe est nécessaire.

Diverses expériences sont effectuées avec des sels minéraux : chlo-
rure de lithium, chlorure de sodium, chlorure de caesium, chlorure de
calcium, chlorure de baryum, hydrate de baryum, chlorure de nickel,
de cobalt, d’aluminium, de manganése, de fer, de zine, nitrate d’argent,
sulfate de mercure, acetate de plomb, sulfate de cuivre, chlorure d’or.

Les solutions sont préparées dans de l'eau distillée stérile, puis
ajoutées au milieu stérilisé.

A 40 ce. de milieux de Coons sont ajoutées (1 ce. = 20 y) :
%/100 1o /2 1 ee,
1 2 10 20 y pr. 40 cc.
0,025 0,05 0.25 0,5 y pr. 1 cc. de milien

Ces doses sont inférieures a celle de l'extrait de levures Harris
p. ex.; cela doit &tre ainsi car s’il se trouve des ions métalliques dans
les préparations, c’est a des doses infimes comme impuretés secon-
daires. K. et Mg. se trouvant déja dans le milieu, n’interviennent pas.

Nulle part nous ne trouvons une action stimulante quelconque. Les
cultures ne différent pas du témoin. Dans un cas avee CuSO* un déve-
loppement submergé un peu plus intense se manifeste (7 mgr. au lieu
de 1—3 mgr.); mais le mycélium reste au fond du vase et il ne dé-
veloppe aucune hyphe aérienne.

Le fait que des métaux & action stimulante connue n’agissent pas
(Fe, Zn, Cu) est extrémement important.*

Il reste & examiner d’autres métaux; leur action est peu probable.

1 Selon Javillier (1914), Steinberg (1918), certains verres contiennent du zinc,‘
qui peut agir sur Aspergillus. Pour Phycomyces, le zinc ne semble pas jouer de
role. Drailleurs le méme verre est utilisé pour le témoin.
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D’ailleurs, nos expériences ne se présentent pas comme les essais
habituels avec métaux 3 action catalytique. Dans ce dernier cas, c’est
4 une culture qui se développe déja que l'on adjoint un ion minéral
conditionnant un développement encore plus intense. Dans notre cas,
c’est une différence du tout au rien; le facteur de croissance déclanche
un développement intense G partir d'un miliew qui sans lui ne donne
aucun résultat (de 1—2 mgr. 3 60—160 mgr., de quelques hyphes sub-
mergées & un développement aérien luxuriant). |

L’hypothése d’une impureté jointe lors de la préparation des ex-
-traits est peu probable.

Les extraits sont en contact avec le papier filtre (filtre Schleicher
et Schiill); une impureté minérale pourrait s’introduire a ce moment
dans nos extraits; mais elle devrait se retrouver dans les cendres de
ceux-ci; or ces derniéres n’ont pas d’action nette.

3. Lors de l'inoculation de nog milieux.

Pour diverses raisons nous introduisons une grande quantité de
spores : de 30 & 80,000,000 par flacon (150 & 300 par /50 mm?® de la
suspension & inoculer). Mais la quantité est la méme pour le milieu te-
moin; action directe exclue.

Pour toutes ces raisons l'action directe primitive d'un ion meétal-
lique ou de tout autre substance apportée par les spores n’entre pas en
considération dans nos recherches. Il n’est pas exclu — ces ions se
trouvant partout — qu’ils interviennent comme facteur secondaire dont
la présence rendrait possible Paction du facteur de croissance de na-
ture organique, & activité primaire. Cette hypothése — qui est trés plau-
sible — sera examinée dans un autre mémoire.

Hypothése de l'action d’'une substance organique connue agissant
a petite dose. :

Nous avons déja examiné l'action des divers amines (Schopfer
1938). Celle des acides aminés n’entre pas, d’aprés nos essais en ligne
de compte.

Le glutation (seul ou avec fer), la cystine, la cystéine n’ont au-
cune action.

Ce facteur est-il analogue & une substance accélérant la fermen-
tation ?

Nous partons d'une culture de Saccharomyces cerevisiae type
(Baarn). Les cultures sont faites sur un milieu de Coons (semblable &
celui déja cité). Culture dans 40 cc. de milien contenant : soit 1 ce.
d’extrait de germe de blé, d’extrait de levure, soit 1 mgr. d’extrait con-
centré Harris, stérilisé avec le milieu de culture.
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;Inoculation avec 4,000,000 de cellules.

A -+ extrait de + extrait
Aatonin + gecns levare Harris
glucose utilisé . . . 0,3 %o 7,05°%o 6,3% 1,55°%
alcool produit %/ vol. . P 28 2 0,2
matiére seche . . . — 0,120 gr. 0,550 gr. 0,012 gr,

Tous nos extraits accélérent la fermentation et la croissance de la
levure. Comme il s’agit d’extraits non purifiés contenant certainement
divers facteurs, on ne peut en aucun cas conclure & une identité. Au
contraire, nous remarquons que le produit qui accélére le moins la fer-
mentation (extrait Harris) est celui qui agit le plus fortement et 3 plus
faible dose sur la croissance de Phycomyces. L'identité ne nous parait
pas possible. .

Il nous reste donc l'impureté active, de nature organique, incon-
nue, que nous avons appelé facteur de développement de Mucorinée
(facteur M) que I'on peut comme hypothése de travail, rapprocher des
vitamines B et du bios (par son origine et son mode d’action). Par tous

ses caracteres, il se distingue nettement des vitamines B proprement
dites.

Il serait intéressant d’observer ce qui se passe dans les milieux
naturels qui contiennent déja des substances actives et d’observer ce
qui se produit par adjonetion de notre facteur de croissance.

Pour I'observation de nos phénoménes les précautions suivantes
sont nécessaires :

1° Constituer le milieu de telle sorte qu’il soit déficient (inutilisable
pour le champignon); pour ce dernier, il peut étre déficient par
exces de substances, '

2° Ensemencer avec une quantité forte de spores; dans les trois pre-
miers jours agiter de temps en temps Ierlenmayer afin de pro-
duire un développement homogéne; une crofite submergée se pro-
duit sur toute la surface du milieu sur laquelle s’élévent les spo-
rangiophores aériens jaunes et verts. Si I’on n’observe pas ces
précautions, le développement se fait par place, & la surface, d'une
maniere inégale selon les récipients et les résultats me sont pas
comparables entre eux.

Si Pon tient compte de ces précautions, si les conditions extérieures
(humidité, température, lumiére) sont constantes pour tous les flacons,
8i la quantité des spores ensemencées est la méme pour tous (la souche
etant bien entendu la méme) les résultats sont rigoureusement compa-
rables et 'on obtient des courbes satisfaisantes. Les mémes précautions
doivent étre prises en ce qui concerne la verrerie : récipients de méme
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- forme, de méme 4ge et verre identique pour tous les termes de l'ex-
perience. : : ‘

On peut nettement conclure & l’existence d’'une substance active,
de nature vitaminique si la dose & laquelle elle intervient dans le déve-
loppement est trés inférieure & celle du constituant normal le moins
abondant dans le milieu. Dans notre cas, c’est I’asparagine, qui est preé-
sente 4 la dose de 0,001 g. par cc. de milieu, dose 1000 fois plus élevée
que le poids de I'extrait de levure concentré ajouté (1 y par ce.). Le
rapport entre le poids de matiére séche produite par suite de l'adjone-
tion de cette substance et le poids de cette derniére est extrémement
grand. Avec 17 y nous obtenons 29 mg. de récolte séche: rapport: 1700.

Les essais effectués avec des vitamines cristallisées (B' et B®) nous
ont permis d’élever encore ce rapport (jusqu’a 140,000).

Conclusions.

Nous confirmons 'action des extraits de germes de blé, des ex-
traits de levures, sur la croissance et la sexualité de Phycomyces. Cette
‘action peut s’observer sur d’autres Mucorinées, mais d’une fagon moins
nette.

Les limites d’action pour les extraits concentrés de levures sont
de l'ordre de 1 y par cc. de milieu de culture. :

L’hypothése de l'action primitive d’un ion métallique agissant
comme catalyseur de la croissance est trés peu probable. Celle d'une

substance organique non définie, de nature vitaminique est tres pro-
bable.

Dans les conditions de nos expériences, I’action de cette substance
sur la sexualité n’est pas primaire. Elle semble tout d’abord s’exercer
sur le développement végétatif, en milieu liquide et en ’absence de

toute manifestation sexuelle. Il est possible qu’il ne s’agisse pas d'une
substance unique.
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