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Berichte der Schweiz. Bot. Gesellschaft. 1934, Bd. 43, Heft 2.

Recherches sur un facteur de croissance
de microorganisme. Son action sur les Mucorinees.

Essai de generalisation.
Par W.-H. Schopfer.

Institut botanique de l'Universite de Berne.

Manuscrit recji le 28 avril 1934.

La Mucorinee Phycomyces blakesleeanus s'est montree, dans des

conditions determinees, tres sensible ä l'action d'un facteur de

croissance contenu dans la levure, dans le germe de ble, dans les extraits
concentres de levures (solubles dans l'eau). Sur un milieu ä base de

glucose puriss. 10 °/o, asparagine puriss. 1 %o MgSO4 0,5 %o, KH2 PO4

1,5 %o, on n'observe qu'une faible germination de spores, les hyphes
ne se developpent pas, il n'apparait aucun mycelium aerien; avec
adjonction de quelques y de ces extraits, il se produit un mycelium abondant

et de nombreux sporanges. De meme, la formation des zygotes est
fortement acceleree. Le developpement vegetatif passe de quelques mgr.
pour le temoin ä 50—100 mgr. pour l'experience avec adjonction de

substance active, les zygotes de 0 ä 1000.

A. Influence sur la sexualite.

Nous nous demandons ici si ces phenomenes sont lies ä quelques
couples de souches ou s'ils peuvent s'observer avec toutes les souches
de Phycomyces dont nous disposons. Ces souches fönt partie de 5 gene-
rations issues de la meme zygote et fournies par le professeur Burgeff;
en plus, nous avons un couple de souches provenant de l'Institut de

Physiologie vegetale de Berlin (I. P.) et un de Washington (Dr Blakeslee)
(Ba). Le milieu est le meme que celui cite plus haut. A 500 cc. de milieu
nous ajoutons 4 cc. d'extrait de germes de ble pur, prepare selon la
technique habituelle et renfermant 14 % de residu sec; il y aurait donc

par cc. de milieu 0,0012 g. de substance seche. Cette dose est de beaucoup

superieure ä la dose limite active. Cette limite ayant dejä ete

etablie, nous avons choisi une quantite plus forte, afin d'etre assure
d'une possibilite d'aetion indiscutable. Le tout est sterilise ä 120°
pendant 20 minutes, le facteur de croissance etant thermostable. Le milieu
solide contient 3 °/o d'agar, les ensemencements se fönt ä raison de
3 gouttes de Suspension de spores pour les sexes (+) et (—). Temperature

de culture 18°. Pour chaque couple utilise, nous avons un temoin
sans facteur de croissance.
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Les observations se fönt apres 7 jours de culture.1

IP(+)XIP(-) Ba(+)XBa(-) 52(+)X129(-)
IV V

Temoin
-f- fact. de croissance

0

large ligne de

zygotes jaunes en
formation

0

id.
0

450

3(+)X51(-)
III IV

io(+)x**(—)
in in

8(+)Xl60(-)
III V

Temoin

-\- fact. de
croissance

0

450

0

100

0

large ligne jaune,
beaucoup de

zygotes avortöes

Nulle part les temoins ne presentent de mycelium aerien; par
contre, avec adjonction de facteur de croissance, mycelium aerien tres
dense, avec de nombreux sporanges bien formes.

Les experiences suivantes sont faites avec 3 cc. du meme extrait
de germe de ble pour 5000 cc. du meme milieu.

46(+)X15(-)
IV III

12(+)X48(-)
III IV

54(+)X2(-)
IV I

53(+)X26(-)
IV IV

7(+)X17(-)
III IV

Temoin

-|- fact. de

croissance

0
260

ligne de 4 mm,

0

130

ligne de 5 mm. ligne de4mm.

1

400
450

ligne de 3 mm

0

300

ligne de 4 mm,

Chez le temoin, tres faible mycelium aerien de surface, pas de

hyphes aeriennes, pas de ligne de reaction sexuelle. Pour les experiences
avec facteur de croissance, mycelium aerien dense et luxuriant, cachant
completement la ligne de zygotes.

II apparait donc, ä l'aide de ces croisements faits au hasard et
comportant 22 souches differentes, que toutes ces dernieres reagissent
ä la presence du facteur stimulant contenu dans le germe de ble. Les
reactions sont differentes, les potentialites des diverses souches l'etant
egalement.

Sur un milieu naturel (malt-agar) favorable au developpement
vegetatif et ä la sexualite, les resultats sont differents aussi, quoique
le milieu soit semblable (cf. Wesendonck). II n'est du reste pas certain
que chaque souche de cette meme espece ait exactement les memes
conditions de culture.

1 Les chiffres romains places sous le numero d'ordre de la souche se rap-
portent ä la generation (de I ä V).
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II s'agit maintenant de savoir si d'autres Mucorinees voisines
reagissent egalement ä la presence de ces facteurs.

Les especes utilisees sont :

Phycomyces blakesleeanus, comme temoin (+)
Absidia coerulea (Berlin) (+)
Absidia glauca (Washington) (+)
Absidia orchidis (Washington) (+)
Absidia repens (Baarn) (+)
Mucor hiemalis (Berlin) (+)
Mucor hiemalis (Washington) (—)
Mucor mucedo (Washington) (±)
Rhizopus nigricans (Baarn) (a et b)
Le milieu et les conditions de culture sont les memes que pour les

experiences precedentes.

Eesultats obtenus

Absidia coerulea Mucor mucedo Absidia orchidis Mucor hiemalis

Temoin. pas de contact
entre les 2
sexes

pas de contact pas de contact pas de contact

(2mejour) myc. aerien pas de myc. aemyc. aörien tres myc. aerien
faible rien faible faible

-f- facteur contact, myc. contact, myc. aecontact, myc. contact, myc. aede
crois. aerien dense rien faible aörien plus rien touffu et

et elevö dense plus elevö

Temoin. ligne de zygo¬
tes aeriens.
Faible, non

zygote: 0 faible ligne de

zygotes
zygote: 0

(5mejour) visible par
transparence

-|- facteur large ligne de beaucoup de large ligne de zygote: 0 mais
de crois. zygotes bien copulations, zygotes vifort myc.

visible par pas de Zygosible par aenen
transparence te visible transparence

Tömoin

(2m6jour) -f facteur de
croissance

Temoin

(5m6jour) -)- facteur de
croissance

Rhizopus nigricans

tres faible mycelium aerien

developpement extröme-
ment intense

comme pour le 2me jour

Phycomyces blakesleeanus

culture tres faible, presque
pas de mycedium aörien

contact partiel

aucun contact, culture
faible

developpement intense
500—550 zygotes
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Mucor mucedo Absidia glauca Absidia repens

Temoin
(5m6 jour) -(- facteur

de croissance

zygotes: 0

100 zygotes
large ligne de zygotes
large ligne de zygotes,

developpement vegetatif

plus intense

zygotes: 0

zygotes: 0
developpement v6-
g6tatif plus intense

II apparait donc que Phycomyces blakesleeanus, Mucour mucedo,
Absidiea coerulea et orchidis sont dans les conditions de nos cultures,
sensibles, mais d'une maniere inconstante, ä l'action d'un facteur de

croissance du germe de ble, tant en ce qui concerne le developpement
vegetatif que la sexualite. La difference d'avec le temoin est tres nette
au debut, eile tend ä s'attenuer ensuite. Phycomyces blakesleeanus

occupe une place tout ä fait speciale; les differences se manifestent
avec une intensite et une constance que l'on ne retrouve chez aucune
des autres Mucorinees etudiees.

Dans un second essai avec les menies souches, nous pratiquons la
numeration des zygotes. Pour Phycomyces, cela peut se faire ä l'oeil nu.
Pour les autres especes, nous effectuons un certain nombre de numera-
tions avec l'objectif 3 du microscope. En additionnant tous les resultats
obtenus, nous avons des chiffres qui sont comparables entre eux et
donnent une idee de la densite de la ligne de zygotes.

Temoin

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,

12, 17, 18, 17
total 130

25, 13, 21, 19, 14, 25, 15, 22, 14

total 168

Absidia repens
total 0 0

Mucor hiemalis
total 0 0

Absidia coerulea larges lignes de zygotes,
ögales en densite

Absidia glauca idem.

En ce qui concerne la sexualite, il est donc indiscutable, que
certaines Mucorinees sont sensibles et d'autres pas; chez toutes il y a
acceleration du developpement vegetatif visible au debut.
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Les variations de milieu peuvent-elles avoir une influence sur
l'action du facteur de croissance

Nous savons que les variations des constituants azote et carbone
ont une grande influence sur la sexualite; il existe meme pour Phycomyces

des conditions telles que le developpement se fait sans facteur
de croissance (Schopfer 1932). Pour Absidia orchidis, nous faisons
varier l'asparagine.

Asparagine
Dans les champs mesures

avec facteur 0,1 cc.pour 50 cc. de milieu Temoin

1°/(K>

2°/oo
3°/oo
4°/oo
5°/oo

245
104
88
30

rares zygotes isolees

231
122
80
27

Dans aucun cas nous n'avons une difference nette en faveur de

l'experience avec facteur de croissance.
Dans les 5 experiences, le developpement vegetatif est un peu

accelere au debut (avec facteur), mais il y a ensuite une sorte de com-
pensation. Avec 4 et 5 °/oo d'asparagine, la coloration violette du
Champignon est un peu plus faible. Avec toutes les doses d'asparagine le
developpement vegetatif est tres intense malgre la forte dose d'azote
qui chez Phycomyces et Mucor hiemalis agit en inhibant le developpement.

Les specificites culturales sont fortes parmi les Mucorinees.

B. Influence sur le developpement vegetatif en milieu liquide.

a) Action de l'extrait de germe de ble sur diverses Mucorinees.

Meme milieu que precedemment. Extrait de germes ä 17,7 % de

residu sec, dilue 10 fois; 20 cc. de milieu. Ensemence avec une Suspension

dense de spores. E emersion.

Absidia repens (—) Baarn

Temoin V.o •/« 4 ec.

5""* jour
7m<* jour
8me jonr

pas E.
pas B.

34
'/ä cm.

37

emersion croissante
Vs 74 1 cm.
49 51

I

1 cm. haut.
65 mgr. de
substance

seche

Avec Vio de cc. il y a augmentation de poids de la recolte seche et
augmentation de la hauteur du mycelium aerien.
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Absidia coerulea (+) Baarn
Temoin 7.0 6/l0 1 2 4 cc.

5mejour
7m«jour

8m<>jour

pas E.
pas E.

50 mgr.

1 1 1

ömersion croissante
1 cm. | 1—172 cm. | 172 cm. [ 17s cm. 1172—2 cm.

(teinte violette de plus en plus intense)
65 mgr. 69 mgr. 63 mgr. 76 mgr. 90 mgr. de

substance
seche

Avec 5Ao cc. il y a augmentation de l'intensite de la teinte violette,
de la hauteur du mycelium et du poids de matiere seche.

Mucor mucedo (—) Berlin

5m°jour pas E.
1 1 1 1

emersion croissante
sporanges idem.

7mejoiir E.tresfaible B. nette peu de mycelium, mais
sporanges sporanges de plus en plus nombreux

8m<* jour 28 mgr. 44 mgr. 33 mgr. 29 mgr. 34 mgr. 52 mgr. de
substance

seche

Avec 7io et 5/10 influence nette.

Mucor hiemalis (+) Berlin
Temoin 7*10 »/io 1 2 4 cc.

5me jour pas E.
1 1 1

fort mycelium submerge, jaune intense
7me jour faiblement peu de difference dans le developpement

jaune 1

8m» jour 29 mgr. 32,5 mgr. 29 mgr. 34 mgr. j 33 mgr. |40mgr. sec.

Peu de difference

Mucor hiemalis (—) Washington

5me jour pas E.
1 1 1 1

mycelium immerge croissant peu de myc. aerien
8mo jour 19 mgr. 32 mgr. 1 50 mgr. 52 mgr. 62 mgr. 75 mgr. sec.

Difference nette avec 7"> cc
[ |

Absidia orchidis (+) Washington

5m"jour faibl. E. E. nette violet
1 1

E. et teinte violette croissante
violet jaune

7me jour 1 cm. 7a cm. 172 cm. 172—2 cm. 172—2 cm. 2 cm. haut.
8me jour 45,5 mgr. 63 mgr. 59 mgr. 64 mgr. 72 mgr. 90 mgr. sec.

Avec ' Ao de cc. dejä, difference nette

Absidia glauca (+) Washington

5mo jour E. faible E. forte
1 1 1

Emersion et teinte verte de plus en plus forte
blanc vert

7m° jour V» 7* 3A 3A 3A 1 cm.
8ml> jour 95 85 90 85 92 — mgr. sec

Aucune difference
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Thamnidium elegans (Berne)

(homothallique)

Developpement faible, tres peu de difference entre les divers termes de

l'experience.

m
utaä'f%. di<3

A&S* lei
erco *tä60 & ic

i<3 >¦
&J e/*1ffi vT-70. 7&£

e/isrerJ&SJy3&
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e^

«tf
2fi#«. ey/iaof r*rfyX£ft\X

30.

I
8̂.u eoi5 dextrait

äfc *4 J?S 0± Ä

Fig. 1.

Action de l'extrait de germe de ble sur diverses Mucorinees.

On voit donc qu'un certain nombre d'especes sont sensibles tant
au point de vue du poids de matiere seche que de la hauteur du mycelium

aerien, de la formation du pigment, de la presence du sporangio-
phores aeriens et de sporanges bien developpes. En aucun cas on ne

trouve ces manifestations etonnantes qui caracterisent Phycomyces chez

lequel la difference entre l'experience avec facteur de croissance et le
temoin va du tout au rien.
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Nous devons cependant faire cette reserve que pour notre etude,
il faut un milieu de depart tel qu'il soit deficient; avec d'autres milieux
peut-etre, la difference serait plus marquee. Nous croyons pour
l'instant, qu'il est inutile d'appliquer ä d'autres especes la technique
qui reussit si bien avec Phycomyces et pour laquelle ce Champignon est
un reactif si sensible.

S'agit-il pour Phycomyces d'une action directe sur la sexualite ou
celle-ci ne s'exerce-t-elle que par l'intermediaire du developpement
vegetatif qui est tout d'abord influence Les faits observes jusqu'ä
maintenant semblent venir ä l'appui de la premiere hypothese. On sait
combien les phenomenes de la sexualite et ceux du developpement vegetatif

sont lies chez ces Champignons. Tout ce qui agit sur la seconde,
retentit egalement sur la premiere.

Cependant nous avons montre que dans certaines conditions
(action de la gelatine par exemple) le developpement vegetatif est extre-
mement intensifie, alors que la formation des zygotes est completement
inhibee. II y a donc conditionnement specifique de la Vegetation et de
la sexualite. Dans le cas de la gelatine c'est la notion du rapport
carbone

qui doit intervenir; lorsque la quantite d'azote est trop elevee,
¦dZ*Ulj*t3

les manifestations des affinites sexuelles sont diminuees bien que
topographiquement elles pourraient se produire (hyphes bien develop-
pees, contact possible).

II ne nous a pas encore ete possible de trouver des conditions telles
que le developpement vegetatif soit tres ralenti et la formation des
zygotes normale. Sur milieu solide, la chose est pratiquement impossible,

car si les hyphes sont peu developpees il n'y a pas de contact,
partant pas de zygotes. II faudrait trouver une technique permettant
l'emploi de milieux liquides pour l'etude de la formation des zygotes.

Jusqu'ä maintenant, nous avons surtout effectue avec Phycomyces
des cultures en milieu solide dans le but d'etudier la formation des
zygotes. II est indispensable d'effectuer egalement des cultures en
milieu liquide afin d'etudier les modalites de l'action de nos extraits
sur le developpement vegetatif seui, en l'absence de toute sexualite et
de fixer les limites inferieures d'aetion.

b) Action d'extrait de germes de ble sur Phycomyces.

Extrait aqueux total, autoclave pendant 15 minutes ä 130°; les
germes ont ete au prealable degraisses par l'ether. Besidu sec :

17,73 g. °/o.

Milieu habituel avec 10 % glucose puriss. et 1 g. %o d'asparagine.
Souche 17 (—) Bgf.
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30 cc. de milieu sterilise avec l'extrait

Temoin -ty-Mt V« V.o 7-io > B/l0 cc.

6me jour rien 5 5 5 5-6 5—6 5—6 cm.
7m« jour rares peu de differences

boyaux de partout hauteur et densite egales 8--10 cm.
germinat.

14me jour 0 94,5 95 105 121 123,5 133 mgr. de
substance

seche

L'action est extremement forte, dejä avec %oo de cc. ce qui
correspond ä 0,00029 g. de residu sec par cc. de milieu.

Avec un autre extrait de germes de ble, expose aux rayons ultra-
violets (totaux) nous avons les resultats suivants (une partie a ete au
prealable degraissee par l'ether, avant l'irradiation, l'autre non). Souche
17 (—) Bgf.

Degraisse

Temoin 7.o > V.o 1 cc.

1er jour rien boyaux de germination visibles
6n"s jour rares boyaux 5 5 5 5 cm. haut.
7me jour id. partout 8—10 cm.

15me jour id. 89 102 121 116,5 mgr. de
substance

seche

Non degraisse

ßme jour id. 172 quelques mill. 272 gazon ras
myc. submer.

bien dev.
7me jour id. 3 1 4 id.
8m*jour 38 28 65 72 mgr. de

substance
seche

On ne peut concevoir une action plus nette. II se manifeste une
forte difference selon que les germes ont ete degraisses ou non. C'est
la premiere fois au cours de nos experiences que nous voyons se manifester

une action des lipides; il est vrai qu'ici ils sont irradies par les
U-V. totaux.

c) Action de l'extrait concentre de levures Harris sur Phycomyces.

L'extrait Harris est une preparation concentree de levures entierement

soluble (ce qui indique son haut degre de concentration et de
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purification). Elle se presente sous forme d'une poudre jaune tres
hygroscopique. Elle est etalonnee par Osborne et Wakemann. Au sens
des physiologistes des animaux, eile est riche en vitamine B2, pauvre
«n B\ Pour nous, eile renferme un facteur de croissance de
microorganisme; eile accelere la marche de la fermentation. Elle nous a donne
d'excellents resultats en ce qui concerne le developpement de la sexualite

de Phycomyces.
Meme milieu que precedemment (30 cm3). La Solution d'extrait

<X),05 °/o) est ajoutee en quantite variable et sterilisee avec le milieu.
En ajoutant la Solution ä 30 cc. de milieu de culture, nous avons

par cc. de milieu :

pour Vio cc. de Solution d'extrait ä 0,05 °/o 1,7 y par cc. de milieu
» 1 » » » » » 0,05 °/o 17 y » » » »

» 2 » » » » » 0,05 %> 34 y » » » »

» 5 » » » » » 0,05 °/o 85 y » » » »

» 10 » » » » » 0,05 °/o 170 y » » » »

Resultats obtenus

avec asparagine K %

Temoin Vi. 1 2 5 10 cc.

5me jour rien net
1

Emersion et nombre d e sporanges croissants
dev. subm.

611"* jour id. id. 2 2—3 4 3-4 cm. haut.
7me jour id. id. 3—4 4 5—6 4-5 cm. haut.
8me jour 0 5,2 29 29,8 33 31,2 mgr.

substance
sfeche

avec asparagine 1 %

Temoin 7.o 1 2 5 10 cc.

5me jour 0 net Emersion e t nombre de is sporanges croissants
qques. ger- developp.
minations submerge

7me jour id. id. 3 5—6 5 5-6cm.haut.
8me jour 0 3,8 39 63,6 76 77 mgr.

substance
seche

Avec les deux concentrations d'asparagine, l'action stimulante se
manifeste dejä avec 1,7 y par cc. de milieu; avec 17 y eile est tres forte.
Elle apparait en relation avec la dose d'asparagine. En passant de 0,5
ä 1 %o, la recolte seche est double. Comme, tres certainement, le fac-
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teur qui agit sur Phycomyces ne constitue qu'une petite fraction de
l'extrait, on peut concevoir l'extreme activite de cette' substance.

La question est donc resolue : ce facteur de croissance peut agir
sur le developpement vegetatif seui; il agit par contre-coup sur la sexualite.

Une reserve peut cependant etre faite. Tant que nous n'avons pas
une substance cristallisee definie, nous ne pouvons savoir si le facteur
actif est unique. II n'est pas irrationnel de supposer cpie nous puissions
avoir deux substances dont l'une agirait sur le developpement vegetatif,

l'autre sur la sexualite.
Lorsqu'on arrive ä des doses aussi faibles, on touche ä un probleme

important : celui de l'action catalytique des ions metalliques. Ceux-ci
se retrouvent partout et l'on connait leur action sur les microorganismes.

D'apres Bertrand, Aspergillus niger est sensible au manganese
ä des quantites de l'ordre du milliardieme et du decimilliardieme. Le
bacille tuberculeux est sensible au fer ä des quantites de l'ordre du
millionieme. On connait l'action du zinc sur Aspergillus. Nous avons
montre celle du cuivre sur Mucor hiemalis.

Celle de divers autres metaux a ete signalee. Ne se pourrait-il pas
que le facteur de croissance soit simplement un ion metallique L'eau
distillee ordinaire de laboratoire n'est jamais pure, l'eau bi-distillee
encore moins. Une eau distillee ordinaire nous donne une reaction au
cuivre positive (ä l'acide rubeique, reaction ä la touche). D'apres Las-
seur et Girardet, une eau de conductibilite K 1,4 X IO-6, autoclavee
pendant 20 min. ä 120° dans un Erlenmayer en verre de Boheme acquiert
tme conductibilite electrique de 16 X IO-6. II est donc urgent d'exa-
miner notre probleme ä ce point de vue.

Une impurete metallique pourrait s'introduire dans nos recherches
1° lors de la preparation du milieu de culture,
2° lors de la preparation des extraits et de leur adjonction au milieu,
3° lors de l'ensemencement (contenue dans les spores).

1. Lors de la preparation des milieux de culture.
A part le facteur, tous les milieux — y compris les temoins ¦—¦ sont

prepares dans de la verrerie homogene (les recipients etant du meme
äge). L'eau distillee est la meme que celle qui sert pour les extraits.
On ne peut concevoir une action du cuivre contenue dans l'eau distillee
ayant servi ä preparer l'extrait lorsque celui-ci est ajoute ä dose faible
ä 50 cc. de milieu prepare avec la meme eau.

Une impurete minerale peut etre jointe au KH2 PO4 et au MgSO4;
eile se retrouve aussi dans le temoin. Le thallium qui d'apres Richards
se retrouve dans certains echantillons d'asparagine n'exerce aucune
action (Schopfer 1932). D'ailleurs il se retrouverait dans le temoin.
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2. Lors de la preparation des extraits.
Les germes de ble (ou les levures) sont en contact avec de l'eau

distillee, de l'alcool, de l'ether. Ils sejournent dans des flacons bleus et
bruns. L'alcool, lors de sa preparation, est en contact avec du cuivre et
du fer. II pourrait donc contenir ces ions. Mais de l'alcool et de l'ether
ajoutes au milieu temoin et evapores, n'exercent aucune action stimu-
lante. Cette hypothese est donc exclue, aussi bien que l'a ete celle de
l'eau distillee.

Les flacons bleus et bruns qui servent ä conserver les extraits sont
soigneusement lavees, puis remplis avec de l'eau distillee ordinaire et
soumis ä l'autoclave (120° pendant % heure). Cette eau ajoutee au
milieu temoin n'a pas d'aetion stimulante. Lors de la Sterilisation des
milieux les conditions sont les memes pour tous les milieux.

II reste la possibilite d'un apport de ions par le germe de ble. Pour
resoudre cette question, l'experimentation directe est necessaire.

Diverses experiences sont effectuees avec des sels mineraux : 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 manganese, de fer, de zinc, nitrate d'argent,
sulfate de mercure, acetate de plomb, sulfate de cuivre, chlorure d'or.

Les Solutions sont preparees dans de l'eau distillee sterile, puis
ajoutees au milieu sterilise.

A 40 cc. de milieux de Coons sont ajoutees (1 cc. 20 y) :

7.00 7.0 •V« 1 cc.

1

0,025
2

0,05
10

0.25
20 7 pr 40 cc.

0,5 7 pr. 1 cc. de milieu

Ces doses sont inferieures ä celle de l'extrait de levures Harris
p. ex.; cela doit etre ainsi car s'il se trouve des ions metalliques dans
les preparations, c'est ä des doses infimes comme impuretes
secondaires. K. et Mg. se trouvant dejä dans le milieu, n'interviennent pas.

Nulle part nous ne trouvons une action stimulante quelconque. Les
cultures ne different pas du temoin. Dans un cas avec CuSO4 un
developpement submerge un peu plus intense se manifeste (7 mgr. au lieu
de 1—3 mgr.); mais le mycelium reste au fond du vase et il ne
developpe aucune hyphe aerienne.

Le fait que des metaux ä action stimulante connue n'agissent pas
(Fe, Zn, Cu) est extremement important.1

II reste ä examiner d'autres metaux; leur action est peu probable.

1 Selon Javillier (1914), Steinberg (1918), certains verrescontiennent du zinc,
qui peut agir sur Aspergillus. Pour Phycomyces, le zinc ne semble pas jouer de
röle. D'ailleurs le m§me verre est utilise pour le temoin.
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D'ailleurs, nos experiences ne se presentent pas comme les essais

habituels avec metaux ä action catalytique. Dans ce dernier cas, c'est
ä une culture qui se developpe dejä que l'on adjoint un ion mineral
conditionnant un developpement encore plus intense. Dans notre cas,
c'est une difference du tout au rien; le facteur de croissance declanche

un developpement intense ä partir d'un milieu qui sans lui ne donne

uucun resuitat (de 1—2 mgr. ä 60—160 mgr., de quelques hyphes sub-

mergees ä un developpement aerien luxuriant).
L'hypothese d'une impurete jointe lors de la preparation des

extraits est peu probable.
Les extraits sont en contact avec le papier filtre (filtre Schleicher

et Schüll); une impurete minerale pourrait s'introduire ä ce moment
dans nos extraits; mais eile devrait se retrouver dans les cendres de

ceux-ci; or ces dernieres n'ont pas d'aetion nette.

3. Lors de l'inoculation de nos milieux.
Pour diverses raisons nous introduisons une grande quantite de

spores : de 30 ä 80,000,000 par flacon (150 ä 300 par Vio mm3 de la

Suspension ä inoculer). Mais la quantite est la meme pour le milieu
temoin; action directe exclue.

Pour toutes ces raisons l'action directe primitive d'un ion metallique

ou de tout autre substance apportee par les spores n'entre pas en

consideration dans nos recherches. II n'est pas exclu — ces ions se

trouvant partout — qu'ils interviennent comme facteur secondaire dont
la presence rendrait possible l'action du facteur de croissance de

nature organique, ä activite primaire. Cette hypothese — qui est tres plausible

— sera examinee dans un autre memoire.

Hypothese de l'action d'une substance organique connue agissant
ä petite dose.

Nous avons dejä examine l'action des divers amines (Schopfer
1933). Celle des acides amines n'entre pas, d'apres nos essais en ligne
de compte.

Le glutation (seui ou avec fer), la cystine, la cysteine n'ont
aucune action.

Ce facteur est-il analogue ä une substance accelerant la fermentation

Nous partons d'une culture de Saccharomyces cerevisiae type
(Baarn). Les cultures sont faites sur un milieu de Coons (semblable ä

•celui dejä cite). Culture dans 40 cc. de milieu contenant : soit 1 cc.

d'extrait de germe de ble, d'extrait de levure, soit 1 mgr. d'extrait
concentre Harris, sterilise avec le milieu de culture.
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Inoculation avec 4,000,000 de cellules.

Temoin + germe -f- extrait de
levure

+ extrait
Harris

glucose utilise
alcool produit 7° vol.
matiere seche

0,3 7» 7,057o
2.8

0,120 gr.

6,37»
2

0,550 gf.

l,55 7o
0,2

0,012 gr.

Tous nos extraits accelerent la fermentation et la croissance de la
levure. Comme il s'agit d'extraits non purifies contenant certainement
divers facteurs, on ne peut en aucun cas conclure ä une identite. Au
contraire, nous remarquons que le produit qui accelere le moins la
fermentation (extrait Harris) est celui qui agit le plus fortement et ä plus
faible dose sur la croissance de Phycomyces. L'identite ne nous parait
pas possible.

II nous reste donc l'impurete active, de nature organique, incon-
nue, que nous avons appele facteur de developpement de Mucorinee
(facteur M) que l'on peut comme hypothese de travail, rapprocher des
vitamines B et du bios (par son origine et son mode d'aetion). Par tous
ses caracteres, il se distingue nettement des vitamines B proprement
dites.

II serait interessant d'observer ce qui se passe dans les milieux
naturels qui contiennent dejä des substances actives et d'observer ce
qui se produit par adjonction de notre facteur de croissance.

Pour l'observation de nos phenomenes les precautions suivantes
sont necessaires :

1° Constituer le milieu de teile sorte qu'il soit deficient (inutilisable
pour le Champignon); pour ce dernier, il peut etre deficient par
exces de substances.

2° Ensemencer avec une quantite forte de spores; dans les trois
premiers jours agiter de temps en temps l'erlenmayer afin de pro-
duire un developpement homogene; une croüte submergee se produit

sur toute la surface du milieu sur laquelle s'elevent les spo-
rangiophores aeriens jaunes et verts. Si l'on n'observe pas ces
precautions, le developpement se fait par place, ä la surface, d'une
maniere inegale selon les reeipients et les resultats ne sont pas
comparables entre eux.

Si l'on tient compte de ces precautions, si les conditions exterieures
(humidite, temperature, lumiere) sont constantes pour tous les flacons,
si la quantite des spores ensemeneees est la meme pour tous (la souche
etant bien entendu la meme) les resultats sont rigoureusement comparables

et l'on obtient des courbes satisfaisantes. Les memes precautions
doivent etre prises en ce qui concerne la verrerie : reeipients de meme
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forme, de meme äge et verre identique pour tous les termes de

l'experience.

On peut nettement conclure ä l'existence d'une substance active,
de nature vitaminique si la dose ä laquelle eile intervient dans le
developpement est tres inferieure ä celle du constituant normal le moins
abondant dans le milieu. Dans notre cas, c'est l'asparagine, qui est
presente ä la dose de 0,001 g. par cc. de milieu, dose 1000 fois plus elevee

que le poids de l'extrait de levure concentre ajoute (1 y par cc). Le
rapport entre le poids de matiere seche produite par suite de l'adjonction

de cette substance et le poids de cette derniere est extremement
grand. Avec 17 y nous obtenons 29 mg. de recolte seche: rapport: 1700.

Les essais effectues avec des vitamines cristallisees (B1 et B2) nous
ont permis d'elever encore ce rapport (jusqu'ä 140,000).

Conclusions.

Nous confirmons l'action des extraits de germes de ble, des
extraits de levures, sur la croissance et la sexualite de Phycomyces. Cette
action peut s'observer sur d'autres Mucorinees, mais d'une facon moins
nette.

Les limites d'aetion pour les extraits concentres de levures sont
de l'ordre de 1 y par cc. de milieu de culture.

L'hypothese de l'action primitive d'un ion metallique agissant
comme catalyseur de la croissance est tres peu probable. Celle d'une
substance organique non definie, de nature vitaminique est tres
probable.

Dans les conditions de nos experiences, l'action de cette substance
sur la sexualite n'est pas primaire. Elle semble tout d'abord s'exercer
sur le developpement vegetatif, en milieu liquide et en l'absence de

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