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Recherches
sur les caracteres physiologiques d'une Mucorinee.

Les caracteres sexuels secondaires d'ordre physiologique.
Par W.-H. Schopfer.

Institut botanique de l'Universite de Berne.

Manuscrit reiju le 13 juin 1934.

Une Mucorinee en culture pure presente des caracteres morpholo-
giques qui servent ä son identification : forme et dimensions des spo-
rangiophores, des sporanges et des spores, dimensions et structure des

zygotes, des hyphes, etc.
Ces Mucorinees sont, souvent aussi, caracterisees par des phenomenes

d'ordre physiologique, physico-chimique et biochimique, qui
sont plus ou moins etroitement specificpies. Teile espece croit sur un
glucide determine qu'une autre espece n'assimile ou ne fermente pas;
eile se developpe sur un milieu tres concentre en sucre, lequel inhibe
completement une autre espece. Ces phenomenes biochimiques lies au
metabolisme du Champignon s'exteriorisent par un developpement plus
ou moins accentue : hauteur des sporangiophores, nombre des sporanges
et des spores, poids de la matiere organique produite par le metabolisme

du Champignon. Ils reposent en derniere analyse sur des
differences dans l'activite enzymatique du Champignon. Beaucoup de caracteres

morphologiques consideres comme stables sont ainsi sous la de-
pendance etroite et directe du milieu et sont en relation intime avec
le metabolisme de l'organisme etudie.

Depuis 1910 (Korpatchewska), on a indique que les deux sexes de
certaines Mucorinees heterothalliques se comportaient differemment sur
un milieu identique. Ces experiences sont ä la base de la theorie dite
chimique du sexe : les deux sexes presentent un dimorphisme
biochimique et physico-chimique. Ce probleme a souleve, ces dernieres
annees, de nombreuses controverses. Certains auteurs affirment que ces
differences ne sont pas constantes, qu'elles apparaissent comme des
accidents de culture. La grande plasticite morphologique et physiologique

de ces organismes, leur sensibilite aux agents physiques exte-
rieurs, lumiere, temperature, etc., semblent justifier ce scepticisme. Les
microorganismes sont evidemment d'un emploi facile, mais cependant
des soins rigoureux doivent §tre donnes ä la preparation des milieux
de culture et ä la conduite meme des cultures, afin de realiser des
conditions d'experience aussi rigoureusement semblables que possible.
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Jusqu'ä maintenant la constance de ces caracteres ne fut etudiee
qu'au travers de la reproduction asexuee, ä l'aide d'inoculations faites
ä partir des spores seules. Kniep le premier attira Fattention sur le fait
qu'une liaison de ces caracteres avec le sexe ne peut etre definitive-
ment prouvee que si l'on montre la permanence de cette liaison au
travers de la reproduction sexuee. II tombe sous le sens qu'un caractere
physiologique peut, meme au travers de nombreuses « generations »

asexuees, apparaitre comme Joint au sexe et au travers de la meiose se

disjoindre.
Wesendonck. etudiant diverses souches de Phycomyces

blakesleeanus liees genetiquement entre elles, indique precisement qu'une teile
disjonction pourrait se produire. II etudie la vitesse de germination des

spores, l'aspect et le poids des cultures produites sur divers milieux et
arrive ä la conclusion que des differences existent certainement; les
chiffres qu'il indique ä ce sujet sont tres demonstratifs : elles ne sont
pas specifiquement sexuelles, mais liees au sexe. « Es dürfte also ein
Austausch in den Geschlechtschromosomen stattfinden und das Merkmal

nicht spezifisch, aber doch geschlechtsgebunden sein. »

Les conclusions etablies sur la base de cette etude genetique sont
infiniment plus serieuses que celles que d'autres auteurs ont tirees d'une
etude de nombreuses souches, mais non liees genetiquement entre elles.
Connaissant la platicite de ces Mucorinees et les specificites de souches
qui peuvent se manifester (ä l'interieur d'un meme sexe), il n'est pas
difficile de demontrer ou de croire demontrer qu'un caractere apparem-
ment lies ä un sexe peut egalement se retrouver chez le sexe oppose.
Une teile Observation n'a aucune valeur demonstrative. Un tres grand
nombre de generations obtenues par repiquage n'ont pas la valeur d'un
seui croisement veritable.

Nous n'entendons pas discuter ici le probleme du dimorphisme
sexuel chimique dans son ensemble. II est hors de doute que chez un
tres grand nombre d'especes taut animales que vegetales, le sexe se
caracterise non seulement par la morphologie et la Cytologie, mais
encore par le metabolisme.

Le but de ce travail est de montrer que les caracteres, etudies au
travers de la reproduction asexuee, ne sont pas de simples accidents de

culture, mais qu'ils sont reproductibles ä volonte. D'autre part nous
essayons pour quelques caracteres d'observer ce qui se passe lorsqu'ils
sont transmis par voie sexuee.

Conditions de culture de Phycomyces blakesleeanus sur divers
glucides. Milieu de Coons liquide avec 1 %o d'asparagine, 0,5 °/00 de
sulfate de magnesium, 1,5 %0 de phosphate acide de potassium. Les
Sucres sont en concentration quart normale.

Les Erlenmayer contiennent 15 cc. de Solution. Milieu sterilise
10 minutes ä 110 °. L'ensemencement se fait avec une grande quantite
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de spores. Meme nombre de gouttes et meme pipette d'ensemencement
pour tous les milieux.

Pour l'etude de la transmission des caracteres par voie asexuee,
nous avons utilise les souches 46 (+) et 48 (—) de la 4me generation;
elles sont issues de la meme zygote et ont maintenu leurs caracteristiques

d'une facon remarquable. II est d'ailleurs necessaire de prendre
comme point de depart un seui couple de souches, etudie d'une maniere
approfondie. Une seule serie d'experiences ne permet jamais de tirer
des conclusions definitives; il faut toujours avoir l'arriere-pensee qu'il
s'agit d'accidents de culture.

Sucres utilises.
Pentoses : Arabinose et xylose.
Hexoses : Glucose, fructose, mannose, galactose.
Dissacharides : Saccharose, lactose, maltose ordinaire et maltose

puriss.
Trisaccharide : Raffinose.
En plus un essai avec inosite et avec rhamnose.
Apres 7 jours de culture les resultats sont les suivants (en mg.) :

(+) (-) (+> (-)
maltose ord. 61,5 58,5 levulose 2 9
maltose puriss. 35 31 Inosite faible
Saccharose 8 10 galactose 5 10
lactose faible glucose 6,5 11
mannose 12 j 13
rhamnose nul
raffinose 7 13

Le developpement est excellent sur maltose meme purifie et
completement prive de facteur accessoire de croissance. Le mycelium aerien
atteint 2 ä 3 cm.

Avec tous les autres sucres, developpement tres faible et emersion
presque nulle. Le lactose en particulier, le fait a ete verifie maintes
fois dans la suite, n'est pas assimile.

Sur maltose, un dimorphisme tres net se manifeste en ce qui
concerne le poids en faveur du sexe (+) et par contre en faveur du sexe
(—) en ce qui concerne le developpement du mycelium aerien.

maltose ordinaire
(+) (-)

maltose puriss.
(4-) (-)

poids
haut.

61,5
1,5

58,5 mgr.
7 cm.

35

1,5
31 mgr.
2,5 cm.

II semble que l'on doive separer le caractere : poids de la matiere
seche produite par le Champignon et le caractere developpement du
mycelium aerien (manifestation qui est certainement liee ä la respiration).
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Influence des divers glucides.

+- +- +-

Les deux caracteres peuvent co'incider, mais peuvent egalement
etre disjoints.

Les recherches qui vont suivre ont ete effectuees uniquement avec
le maltose de Kahlbaum, qui, tout en etant considere comme chimique-
ment pur, contient un facteur accessoire de croissance de nature
vitaminique sans lequel le developpement sur maltose est aussi mauvais
tpi'avec d'autres sucres. Ce milieu peut etve considere comme synthe-
tique pour les recherches courantes; pour nous il introduit une inconnue
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Quantite de spores variables

(+)
(+)

(4-)

(-)

(-) (*-)

1 2 30 gouttes

Fig. 2.

Influence de la quantite de spores ensemencees.

que nous n'avons pas eliminee, puisqu'elle est indispensable au bon
developpement du microorganisme. Comme eile se retrouve dans tous les
essais, sa presence ne change rien aux conclusions et ä leur validite.

Constance des differences observees sur maltose.

Huit experiences pour chaque sexe attestent que partout les myceliums

(—) sont tres fortement developpes avec de nombreux sporan-
giophores aeriens et une teinte grise du mycelium submerge, alors que
le sexe (+) presente un developpement aerien beaucoup plus faible et
une teinte jaune (Carotinoide) du mycelium submerge.

Poids, sexe (+) 125, 118, 116, 120, 122, 137, 126, 120 mg.
Moyenne 123 mg.

sexe (—) 98, 95, 100, 96, 115, 117, 108, 102 mg.
Moyenne 103,9 mg.

La concentration en maltose est de 6 %>, la quantite de milieu de
50 cm3.
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Influence de la temperature.

On peut donc considerer cette difference comme constante dans les
conditions de culture donnees, avec les souches utilisees.

Influence de la quantite de spores inoculees.

Meme milieu avec 6 °/o de maltose. La Suspension de spores homogene

est la meme pour les trois essais.

Apres 5 jours de culture les poids en mg. sont les suivants :

1 goutte 3 gouttes
20 gouttes de
Suspension de spoies

(+) (-) (+) (-) (+) (-)
poids frais. 353 300 390 382 450 343

poids sec 39 34,5 40,5 37 41,5 37

difference en faveur 13,04 Vo 9,46 V-o 12,16 7„
de (+)

La quantite de spores ensemencees ne joue pas un grand röle
dans ce cas. L'augmentation de poids est minime et les differences
entre les deux sexes restent les memes.
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Influence de la concentration en maltose.

Influence de la temperature.

Les differences persistent aussi bien ä 18 ° qu'ä 10° C, lorsque les
cultures sont faites ä la lumiere. Dans un cas il y a eu egalite de poids
entre les deux sexes, mais la culture etait peu developpee.

Influence de la concentration du milieu en maltose.

Les mesures sont faites apres 7 jours.

Maltose 1% 3 7o 6 7*3 io 70 15 7o

sexe (-[-)
sexe (—)

21,5
18

36,5
31,5

48
39

49,5
42,5

47 mgr.
37,5 mgr.

L'augmentation du poids de la matiere seche depasse 100 °/o en
passant de 1 ä 15% de maltose. Dans tous les termes de l'experience
Ia difference de poids en faveur de (+) se maintient (de 13 ä 20%).

Tous les myceliums aeriens (—) sont beaucoup plus eleves que
les (+).

Tous les myceliums submerges (+) ont une teinte jaune plus
intense que les (—).
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Influence de la concentration en asparagine.

Influence de la concentration en asparagine.
Mtüme milieu, avec 10 °/o de maltose.

Asparagine 0,5 1 2 4 7oo

sexe (4-)
sexe (—)

40
31

69
48

79
83

36 mgr.
30 mgr.

Comme nous l'avons souvent observe avec les Mucorinees, une
dose trop forte d'asparagine inhibe le developpement de la culture.

Les differences se maintiennent sauf avec 2 %o. Avec 1 °/00, qui
est la dose utilisee dans tous les essais, la difference est la plus forte.
La difference dans le developpement du mycelium aerien est nette avec
0,5 et 1 %o; eile s'attenue ensuite, les deux cultures presentant un
developpement aerien tres faible.

Avec 0,5 %o la difference va de 3 cm. pour (+) ä 6 cm. pour ('—).

Influence de la concentration en sels mineraux.
Le maximum represente 2 °/00 de sulfate de magnesium et 6 7<>o de

phosphate acide de potassium (dans un milieu contenant 1 %o d'asparagine

et 10 Vo de maltose).
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Influence de la concentration en sels mineraux.

ZZMgSO*

A partir de cette concentration nous effectuons 6 dilutions avec
50% d'eau; en plus un temoin sans sels mineraux ajoutes.

n° 1 2 3 4 5 6 7 8

sexe (+)
sexe (—)

14,2
13

16
13

13

11,5
14
13

14
12

13
12

14
13,5

12 mgr.
10,8 mgr.

Le n° 1 correspond ä la concentration maxima, le n° 7 ä la
concentration la plus faible, le n° 8 au temoin sans sels.

II semble que la concentration en sels mineraux ne joue pas un
röle important dans la marche de la culture. Le fait que le temoin
fournit un developpement appreciable en l'absence de ions mineraux
prouve que la tres petite quantite necessaire ä tout developpement de
microorganisme provient d'ailleurs (eau, verre, ions mineraux joints au
maltose, etc.).

Une difference constante (de 7 ä 18 °/o) se manifeste en faveur du
sexe (—). La difference dans le developpement du mycelium aerien se
maintient en faveur du sexe (—).

Influence de Vage de la culture.

jour 2 3 4 8 9

sexe (-)-)
sexe(—)

2,9
1,8

15,5
13,5

37
33,8

43,8
42,5

44,5 mgr.
33 mgr.

La difference en faveur de (+) se maintient constante, de 3 ä
37 °/o. Elle est tres forte au debut et tend ä s'attenuer par la suite.
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Influence de l'äge de la culture.

Le dimorphisme general (couleur et hauteur du mycelium aerien)
est le meime que precedemment.

De toute facon l'äge de la culture doit 6tre pris en consideration
si l'on fait des experiences comparatives.

Influence de la concentration en ions hydrogenes.

Nous trouvons ici le seui facteur dont les variations fönt inverser
les differences.

pH. 4,5 6 6,5 7,5 8

sexe (+)
sexe (—)
diff. en faveur

de (-}-)

31

31,5
— 1,59

31,5
26,5

+ 15,8

25

20,5

+ 18

24
19

+ 20

13 mgr.
15,8 mgr.
— 6,5 Vo

Le developpement en poids est plus fort dans un milieu acide.
Dans un tel milieu les deux sexes reagissent d'une maniere semblable.
Dans un milieu dont le pH est voisin de la neutralite, le developpement

en poids est d'un tiers plus faible, mais la difference en faveur
de (+) atteint son maximum.

II est donc necessaire de fixer avec precision le pH du milieu de

culture; dans ces recherches, le facteur concentration en ions hydrogenes

est le seui dont les variations aient amene des modifications dans
les differences sexuelles observees.
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Influence de la concentration en ions hydrogene.
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X

Influence d'un ion toxique (cuivre).
Au milieu de Conns avec 10% de maltose sont ajoutees des quantites

croissantes de Sulfate de cuivre (ä 10 °/o).

Les Erlenmayers contiennent 12 cc. de milieu.

sulfate de cuivre 0 0,005 gr.

sexe (+)
sexe (—)

56,5
50,2

9,8 mgr.
7,5 mgr.

Avec sulfate de cuivre il ne se forme aucun mycelium aerien.
Le dimorphisme constate avec le milieu contröle se maintient donc

malgre le faible developpement de la culture.

Adjonction de colorants vitaux au milieu de culture.

Au milieu de Conns avec 10°/o de maltose sont ajoutees de
petites quantites de Solution de rouge neutre et de bleu de methylene
preparees dans de l'eau distillee sterile.
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Avec rouge neutre

experience n° 1 2 contröle

sexe (4-) • • ¦

sexe (—)
35

32,4
34
32,8

perdu
32 mgr.

Les trois essais (+) ont un mycelium submerge epais, mais aucun
mycelium aerien. Les trois essais (—) montrent une masse epaisse de

sporangiophores aeriens de 4 ä 5 cm.
Chez les trois (+) le mycelium apparait colore en jaune orange;

chez les trois (—•) il presente une legere teinte rose.
Le liquide restant apres extraction du Champignon est d'une

teinte rose päle beaucoup plus claire que le liquide d'un flacon temoin
non ensemence.

2me essai avec rouge neutre :

experience n° 1 2 contröle

sexe (+)
sexe (—)

17,2
17

18,4
15,6

19 mgr.
15 mgr.

Les trois myceliums (+) sont jaune-orange; les trois (—) presentent

une legere teinte rose.

Avec bleu de methylene :

experience n° 1 2

sexe (+)
sexe (—)

17,2
16,3

19,2 mgr.
15,4 mgr.

Les deux essais (+) montrent un mycelium colore en jaune
verdätre; les deux (—) sont verts.

Le liquide restant presente egalement une teinte beaucoup plus
claire que le liquide temoin.

Dans les deux cas les differences sexuelles persistent.
II est donc hors de doute apres ces experiences que deux myceliums

de sexe oppose peuvent presenter des differences physiologiques
d'une grande constance. Elles apparaissent assez independantes des
conditions exterieures; elles ne semblent pas liees au poids total du
mycelium produit; elles se manifestent aussi bien avec des poids secs de
l'ordre de 50 mg. que de 10 mg. Regulierement elles se transmettent
au travers des spores.

Ces caracteres doivent etre pris en consideration lors des descrip-
tions morphologiques; ils ont la meme valeur que des caracteres mor-
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phologiques. II est cependant singulier qu'avec un meme milieu on ob-

tienne des poids secs qui varient de 15 ä 50 mgr., toutes les conditions
de cultures etant egales. Comme le nombre de spores ensemencees ne

joue pas dans le cas present un grand röle', il faut chercher un autre

facteur. Nous croyons le trouver dans l'etat de la culture souche qui
sert ä l'ensemencement et dans son äge. Suivant le moment du

developpement de cette culture et suivant l'äge des spores, la marche de la
nouvelle culture ensemencee doit §tre differente. Si l'on veut obtenir
des resultats encore plus rigoureux, il faudrait donc pratiquer les en-

semencements avec des spores de meme äge. Mais lä encore les resultats

sont relatifs, car il n'est pas certain qu'apres de nombreux repiqua-

ges les qualites physiologiques de la souche type se maintiennent cons-

tantes. On en serait donc reduit ä effectuer toutes les experiences en

une seule fois avec la me,me souche d'ensemencement, condition difficile

ä realiser. On ne peut considerer comme comparable que les essais

avec une meme souche au meme moment. Comme dans nos recherches

les differences se maintiennent malgre les variations de poids de matiere

produite, la critique que nous nous faisons n'est pas capitale.
Ces variations au cours du temps ont du reste ete observees en ce

qui concerne la formation des zygotes chez diverses Mucorinees; la ca-

pacite de former des zygotes, de manifester des affinites sexuelles peut
s'attenuer et meme disparaitre sans regeneration possible chez une

souche donnee.

Heredite d'un caractere physiologique.
Pour cette etude nous utilisons les souches de Phycomyces

blakesleeanus du Professeur Burgeff. Elles sont issues de la germination
d'une zygote primitive et se repartissent en 5 generations (+) et (—).

Comme caractere etudie nous avons choisi 1'emersion du mycelium
aerien. Malgre les bons resultats obtenus avec le maltose, nous avons

pris comme glucide de culture deux substances qui sont rarement uti-
lisees : l'inuline et l'arabinose.

Dans le tableau du debut l'arabinose et l'inuline ne sont pas
indiquees.

Nous utilisons l'inuline pure livree par l'industrie chimique; le

degre de purete de cette substance est cependant problematique; il nous

est indifferent de savoir si ce glucide contient ou non des facteurs ac-

cessoires de croissance; la meme inuline etant utilisee pour tous les

essais, les resultats sont comparables.

Experiences preliminaires.
Milieu de Conns avec 6 et 8 % d'inuline. Observations apres 5 jours

de culture.
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inuline 6*/o sexe (+)

bon developpement; pas d'emer-
sion

inuline 8 7« faible croüte superficielle; pas
d'emersion

sexe (—)

idem; formation d'une croüte
superficielle; tres faible emersion

forte emersion; hauteur du myc.
aerien: 4 cm

Dans un deuxieme essai les poids de matiere produite sont :

sexe (+) 16 mgr^, sexe (—) 7,2 mgr.
Dans un essai avec une souche fraiche et 4 °/o d'inuline les resultats

ont et6 :

sexe (+) sexe (—)

poids (mgr.)
haut, (cm.)

60
1

56
6

4 essais donnant:

poids en mgr.
haut, en cm.

sexe (+)

77, 70, 68, 60
1

sexe (—)

70, 70, 60, 56
4 ä 6

La difference entre les deux sexes nous parait suffisamment nette
pour que l'inuline puisse etre utilisee ici.

12 souches (+) et 12 souches (—) sont experimentees en meme
temps avec des milieux prepares dans les memes conditions.

Souches (—) n06 4, 13, 15, 26, 48, 51, 64, 129, 130, 160, Burgeff.
1 souche de Berlin et une de Washington.

Souches (+) nos 3, 7, 8, 10, 11, 46, 50, 52, 53, 54, Burgeff.
1 souche de Berlin et une de Washington.

Kesultats totaux, apres 7 jours de culture :

inuline
sexe (+) sexe (—)

emersion emersion

*

5 7o
io 7«

2070
40 7o

total

5 7o
10 7o
20 %
40 7»

total

forte nulle
3 9
4 8
5 7
6 6

forte nulle
8 4
7 5
7 5

8 4

18 30

apres 12 joui
3 9
4 8
5 7
6 6

30 18

s de culture
8 4

7 5
9 3
9 3

18 30 33 15
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Exprime en pour-«jent, nous avons :

sexe (+) sexe (—)

emersion emersion

7m6 jour
12me jour

forte nulle
37,5 7o 62,5 7<>

37,5 7o 62,5 7o

forte nulle
62,5 7o 37,5 °/o

68,75 7o 31,25 ¦>

Culture sur arabinose.
Les milieux contiennent 18 %o d'arabinose pure; Sterilisation par

Ultrafiltration.
Resultats avec 12 souches (+) et 10 souches (—) :

sexe (+) sexe (—)

pas d'emersion
emersion faible
emersion forte

total

8
3

1

2

1

7

12 10

Pour le sexe (+) 75 •/« des souches ne presentent aucun mycelium
aerien; pour le sexe (—) 25 °/o seulement.

Dans la 4me generation nous trouvons :

sexe (+) 2 emersions faibles et 2 non emersions,
sexe (—¦) 5 emersions fortes.

Les resultats sont tels qu'ils nous empechent d'admettre une liaison
fixe de ce caractere avec le sexe. Mais par contre il est impossible de
le considerer comme totalement independant du sexe.

Pour ce caractere comme pour les caracteres biometriques nous
observons une frequence d'apparition plus grande dans un sexe que
dans un autre. Cette difference de frequence atteint 50°/o; eile est trop
elevee pour que nous puissions admettre des accidents de cultures ou
des resultats occasionnels. Une disjonction doit donc se produire, mais
eile n'affecte qu'une petite partie des souches d'un sexe.

Sans avoir pu le demontrer, nous avions prevu ce cas lors de notre
etude sur Mucor hiemalis lorsque nous disions : le dimorphisme
physiologique qui peut avoir precede le dimorphisme morphologique, peut
etre masque et c'est ä l'experimentateur de trouver le milieu detecteur
capable de le mettre en evidence, en ayant soin de preciser s'il s'agit
de caracteres sexuels proprement dits ou de caracteres non sexdinked,
susceptibles eventuellement de se disjoindre et de s'attenuer. II n'y a
rien d'etonnant ä ce que la composition chimique du milieu se modi-
fiant les caracteres consideres arrivent ä se modifier aussi.
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Nous ne pouvons pas conclure, dans les limites du present travail,
ä une liaison stricte des caracteres consideres avec le sexe; par contre
nous ne pouvons admettre qu'ils en soient completement independants.
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