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INTRODUCTION
Grâce à ses multiples degrés d'oxydation le phosphore offre à la cellule vivante un choix incomparable de moyens de dégradation et de synthèse, et, comme l’a écrit LIPMANN: «more and more clearly it appears that in all cells a tendency exists to convert the major part of available oxidation-reduction energy into phosphat bond energy» [38].
Malgré l'importance du problème du métabolisme du phosphore peu de travaux ont abouti à des conclusions satisfaisantes concernant les champignons inférieurs. Les premiers auteurs qui s’occupèrent de l'assimilation phosphorée démontrèrent simplement l'influence prépondérante du degré de valence: les composés trivalents, quoique sans toxicité apparente, ne sont pas
utilisables comme aliment [16] [21].
En 1907, KOCH et REED déclarent que le phosphore protéique est la forme la plus importante, la plus stable et qu'il est formé aux dépens des phospholipides. Quant au phosphore hydrosoluble il sert d’'intermédiaire entre les phosphates et les combinaisons phosphorées les plus complexes [35].
Quelques années plus tard GOUPIL, sur Amylomyces Rouxii conclut à l'origine lécithinique du phosphore nucléique [25].
Il faut arriver en 1919 pour que VORBRODT, disposant d’une technique plus rigoureuse, suive l’évolution des différentes formes de phosphore au cours de la croissance d’Aspergillus niger. Le phosphore protéique est très stable, tandis que le phosphore minéral et le phosphore organique soluble subissent des variations importantes en fonction de la teneur en phosphate du milieu nutritif, telles sont les conclusions de cet auteur [82]. Ce travail est repris en 1924 par SCHNUECKE, sur un certain nombre de moisissures, en utilisant des milieux dont la concentration des principaux éléments est variable. Cependant aucun fractionnement n’est opéré sur le mycélium ce savant se bornant à doser le phosphore total tissulaire. L'organisme absorbe éner-
giquement le phosphore mis à sa disposition jusqu’au stade préconidien, et ensuite cette absorption se stabilise durant la sporulation, mais par rapport à la substance sèche le phosphore diminue au cours de la croissance. L’azote du mycélium suit la même évolution que celle du phosphore, quant au rapport P/N il augmente légèrement jusqu’au stade de sporulation. D'autre part SCHNUECKE estime que pour la sporulation le champignon n’emploie pas le phosphore qu'il absorbe au moment de cette sporulation, mais celui qui est déjà emmagasiné à l'intérieur des cellules. Ainsi des mycéliums âgés et sporulés contiennent encore une auantité de phosphore relativement plus élevée que des mycéliums non sporulés. Le phosphore non utilisé pour la sporulation est rejeté [67].
En 1926 VORBRODT, reprenant ses recherches antérieures, suppose que le phosphore est accumulé dans le mycélium sous forme de composés minéraux et organiques solubles, le taux de phosphore protéique déterminé précédemment étant trop élevé [83].
Travaillant sur diverses levures ELION apporte, en 1927, un certain nombre d'arguments importants. L’absorvtion du phosphore est indépendante de la dose initiale de cet élément, pourvu que toutes les autres conditions de culture soient les mêmes. Dans des conditions favorables la levure est capable d'utiliser tout le phosphore qui lui est offert si sa concentration initiale n’est pas trop élevée. En favorisant l’aérobiose la levure produit plus de cellules donc absorbe plus de phosphore. D'autre part, l'augmentation de la dose initiale de cet élément ne fait pas augmenter proportionnellement la récolte de levure, tout au plus la vitesse de croissance est elle plus rapide en présence d’une dose supérieure [24].
En 1930 PONTILLON s'attaque au problème du phosphore lipidique chez Sterigmatocystis nigra : sur milieu à pH voisin de la neutralité le phosphore lipidique est plus important que sur milieu à tendance acide ou alcaline [56]. Enfin, dans une nouvelle recherche faite en 1932 ce même auteur montre que la quantité de phospholipides est d'autant plus grande que le mycélium se développe dans des conditions plus favorables [57]. La même année CREPIN constate que la nutrition phosphorée du même microorganisme est sous la dépendance des conditions extérieures: l’excès de phosphate dans le liquide nutritif n’a que peu d'influence, l'excès de nitrate, par contre, favorise l’absorption et celleci n’est pas modifiée par l'acidité du milieu nutritif [17].
Le premier travail d'ensemble sur le métabolisme phosphoré est celui que MICHEL-DURAND publie en 1938 et dans lequel il suit l’évolution des différentes formes de phosphore de la culture totale au cours de la croissance normale de Sterigmatocystis nigra. Il résume ainsi ses principaux résultats: «En quelques jours le Sterigmatocystis nigra absorbe la presque totalité du phosphore mis à sa disposition dans le liquide nutritif, accumule les principes phosphorés de toute nature dans ses tissus et notamment le phosphore organique soluble indéterminé. Dans le jeune mycélium le phosphore est surtout représenté par des phosphates ce qui semblerait indiquer une certaine influence de ces sels dans l’activité synthétique des tissus car les phosphates persistent dans ces derniers alors que le substrat n’en renferme plus que des traces. Cette accumulation de phosphore atteint son maximum dans la phase de sporulation. Celle-ci est caractérisée par une teneur élevée des tissus en phosphore nucléique et organique soluble indéterminé, corrélative d’une diminution sensible du phosphore lipidique. A la sporulation succède l’autolyse qui se manifeste par la dégradation du phosphore lipidique mais surtout par la diminution du phosrhore organique indéterminé. Quant au phosphore. nucléique il présente une constance remarquable. Le phosphore résiduel ne persiste en général dans les tissus qu’en quantité négligeable.» Cependant, comme le reconnait MICHEL-DURAND, les techniques utilisées ne permettent pas encore de conclure définitivement en ce qui concerne le phosphore nucléique [51].
Plus récemment, en 1944, MANN reprend la question de l'évolution des composés acido solubles du mycélium et montre que leur formation de même que l'absorption du phosphore par la Mucédinée atteignent leur maximum au début de la sporulation. Durant l’autolyse ces composés organiques phosphorés mycéliens sont détruits et retournent dans le milieu de culture à l’état d’orthophosphates. Dans le liquide de culture le phosphore des orthophosphates et le phosphore total sont superposables, une légère quantité de phosphore organique est à noter au cours de l’autolyse. Enfin l’auteur montre qu’une quantité supérieure de phosphate dans le milieu augmente la vitesse du développement ainsi que la respiration de la culture. Quant aux inhibiteurs de la respiration (KCN, NaF, etc.) ils bloquent l'assimilation phosphorée [461].
Les études faites sur la levure à l'acide de l’isotope radioactif ‘P par LAWRENCE et ses collaborateurs montrent que l'absorption varie avec la concentration en glucose, quant à la répartition de la radio activité dans le mycélium elle peut se faire
ainsi: 80% dans la fraction acido-soluble et 20% dans la fraction nucléoprotéique (environ 40% de cette radio-activité étant représentés par les acides nucléiques [37]).
MALM, utilisant la même technique, observe un maximum d'absorption du ‘’P par la levure à pH compris entre 4 et 5 [45]. Enfin, tout récemment, SPIEGELMAN et son école étudient l'ensemble du métabolisme phosphoré de la levure sur milieu renfermant un orthophosphate à ‘’P. Ils constatent que par addition d'azote ammoniacal la vitesse d'utilisation du phosphore est augmentée, l'effet le plus marqué est surtout décelé chez les acides nucléiques et la fraction métaphosphorique acido-insoluble. Cependant tous les composés phosphorés atteignent un maximum de concentration en fin d'expérience sauf pour le métaphosphate acido-insoluble qui augmente linéairement avec la durée des cultures. Quant au métaphosphate acido-soluble il ne semble pas être affecté par la présence ou l’absence d'azote. Ainsi pour ces auteurs il ne faut pas seulement considérer les acides nucléiques comme étant les seuls composés responsables de la synthèse des protéines mais il faut tenir compte des métaphosphates acidoinsolubles [331]. Egalement en 1948, BERNHARD et ALBRECHT utilisant le *’P constatent, chez Phycomyces Blakesleeanus, que la moitié du phosphore initialement présent dans le milieu nutritif est passée dans le mycélium [3].
Telle est la position du problème du métabolisme du phosphore chez les champignons inférieurs. C'est pourquoi, étant donné les résultats incomplets et souvent contradictoires des auteurs précédents nous nous proposons de reprendre ce problème au cours de la croissance de Sterigmatocystis nigra, en tenant compte de ces résultats antérieurs et en utilisant des techniques récentes et rigoureusement contrôlées.
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dE
A — LES FORMES DE PHOSPHORE CHEZ LES MICROORGANISMES
Les méthodes d'évaluation des différentes formes de phosphore tissulaires mises au point sur les tissus animaux par SCHNEIDER [66] et par SCHMIDT et THANNHAUSER [64], puis appliquées aux microorganismes par VENDRELY (bactéries) [80], par SPIEGELMAN et ses collaborateurs (levure) [331 permettent d'envisager l'existence de cinq grandes catégories de composés phosphorés dont on peut déterminer le phosphore spécifiquement.
1 — Phosphore minéral. Les orthophosphates ont été isolés à l’état libre dans un grand nombre de moisissures [25], [821], [511], [461], chez les levures [22], [33], et chez certaines bactéries [50]. A la suite des travaux de LOHMANN sur les levures et les bactéries [40], des pyrophosphates à l'état libre ont été isolés chez Aspergillus niger [47]. Enfin, les recherches préliminaires de MAC FARLANE [42] ont été suivies par l'isolement des métaphosphates à l’état libre chez les levures [84], [22], chez les bactéries [23] ainsi que chez Aspergillus niger [47].
2 — Phosphore sous forme d’esters. Il correspond aux esters phosphoglucidiques, aux esters des acides provenant de la dégradation fermentaire ou oxydative des glucides et aux nucléotides.
Les travaux de BOYLAND sur la levure ont confirmé la présence des esters phosphoglucidiques [10]. MESROBEANU conclut à l'existence, dans la cellule bactérienne, d’esters du type Harden et Young, et infirme catégoriquement la présence d’esters du type des phosphagènes musculaires à arginine et à créatine
[50]. MACHEBOEUF et ses élèves ont constaté la production.par Clostridium sporogenes, à partir du glucose, d'acide hexose-monophosphorique et d’autres esters phosphoriques d'oses [44]. MICHEL DURAND a nié la présence d’'esters phosphoglucidiques au cours de la croissance de Sterigmatocystis nigra [51]. Quant aux nucléotides, MESROBEANU suppose l'existence dans la cellule microbienne d’un complexe analogue à l'acide adényl-pyrophosphorique, et conclut à une teneur de 10 à 15% de nucléotides dans la constitution des purines acido-solubles [50].
3 — Phosphore lipidique. L'ouvrage de THIERFELDER et KLENK [78], ainsi que les monographies plus récentes de RA- VEUX [59], de WORKING et ANDREWS [86], contiennent une abondante documentation sur les lipides phosphorés des microorganismes. Retenons les travaux de DAUBNEY et SMEDLEY MAC LEAN [191] ainsi que ceux de l’école d'ANDERSON [55], [621 qui ont confirmé la vrésence de lécithine et de cévhaline dans les levures.
Les lécithides [68], [271], les céphalides [85] et certains phosphatides du type sphingophosphoaminolipide [61] ont été décelés chez différentes moisissures.
Chez les bactéries, il faut surtout signaler les travaux d’'AN- DERSON et ses élèves qui ont précisé la structure des lipides phosphorés de Mycobacterium tuberculosis [1].
4 — Phosphore nucléique. La dualité de présence des acides désoxyribonucléique et ribonucléique démontrée sur la levure, successivement par DELAPORTE [20], var CASPERSSON et BRANDT (méthodes physioues : spectres d'absorption dans l’ultraviolet) [15] et par BRANDT (méthodes cytochimiques) [121, est confirmée sur la cellule bactérienne par BOIVIN et son école [4]. Le premier de ces acides est localisé dans un noyau ou dans un appareil nucléaire, et le second dans le cytoplasme.
5 — Phosphore protéique. L'existence d’une «zymocaséine» invoquée par THOMAS [79] est niée par KLEIN [34] puis par SARCIRON [63]. Certains polymétaphosphates, de nature colloïdale (métaphosphoprotéine?), ont été extraits tout récemment de la levure [84] et de certains champignons inférieurs (Aspergillus niger [291] et plusieurs mutants du genre Neurospora [28]).
B — OBJET ET PLAN DU TRAVAIL
Le but que nous nous proposons d'atteindre est d'étudier l'évolution du phosphore au cours de la croissance de Sterigmato-
cystis nigra, de dégager le rôle particulier de chacune de ses principales formes biochimiques dans le liquide de culture et dans le mycélium, et de tenter de discerner les facteurs aui interviennent dans l'assimilation et l’utilisation des phosphates par le microorganisme.
Ce matériel végétal, facile à cultiver, nous servira tout d'abord pour mettre au point une technique analytique convenable.
Ensuite nous serons capable de répartir le phosphore de la culture totale en un certain nombre de formes biochimiques dont il s'agira de suivre l’évolution respective au cours de la croissance sur un milieu synthétique dont les constituants et leur concentration sont parfaitement connus.
Ce travail accompli il nous sera encore impossible d'interpréter le rôle exact ioué par chacune de ces formes de phosphore au cours de la croissance, nous pourrons alors modifier la concentration de l’un quelconque des principaux constituants du milieu, c'est-à-dire déséquilibrer ce milieu en agissant tantôt sur la dose de phosphate, tantôt sur le rapport fondamental aliment glucidique / aliment azoté.
Enfin un supplément d'information pourra nous être fourni en provoquant une perturbation dans la vitesse de croissance. Dans ce but nous aurons recours à deux moyens:
— déséquilibrer le milieu en utilisant des sources d’azote de nature chimique variable;
— ajouter au milieu normal certains toxiques, et notamment ceux agissant sur le potentiel d'oxydo-réduction.
Telles seront les différentes étapes de nos recherches.
C — METHODE DE TRAVAIL
Le microorganisme se développe sur un milieu salin synthétique en présence de glucose comme source énergétique et d’une source d'azote. Tout le phosphore initial offert sous forre# minérale est parfaitement déterminé.
A différents stades du développement nous recueillons : d’une part le liquide nutritif sur lequel on dose le phosphore total
et le phosphore minéral:
d'autre part le mycélium que l'on soumet à différents traitements et sur lequel on dose le phosphore minéral
le phosphore sous forme d’esters le phosphore lipidique le phosphore nucléique
et le phosphore résiduel.
Les résultats obtenus sont consignés dans des tableaux: le phosphore dosé est exprimé en millisramme et les durées de cultures sont données en heure.
Pour chaque expérience nous donnons les bilans de phosphore pour l'ensemble des cultures aui la constituent.
Le bilan de phosphore s'exprime ainsi:
Phosphore minéral initial = Phosphore total du liquide nutritif + Phosphore total du mycélium
Le phosphore total du mycélium étant renrésenté par la somme suivante:
Phosphore total du mycélium - Phosphore total acido-soluble + Phosphore lipidique + Phosphore nucléique + Phosphore résiduel
D — TECHNIQUES 1 — Choix du microorganisme —
Souche de Sterigmatocystis nigra, Van Tieg. (syn. Aspergillus niger, Van Tieg.) repiquée à intervalles réguliers sur
carotte.
2 — Milieu de culture —
Nous utilisons le milieu minéral de CZAPEK [18], préconisé par JACQUOT [30]. Sa composition est la suivante:
Phosphate monopotassique ............ il g Chlorure de potassium ................ 0,50 » Sulfate de magnésium 7. 0,50 »
Sulfate ferreux ...:.....:2:70 000 0,01 g Sulfate de ZINC Cr re oree O,01 »
Eau distillée .............. Q. S. pour 1000 cm
en présence de glucose (3°) et de sulfate n. d'ammonium (0,50°/, soit 0,106% d'azote). Le pH est amené à 5,0 par addition d'H,SO..
3 — Modalités culturales —
Nous adoptons la technique des milieux constants [21, [30]. C'est-à-dire que nous ensemençons simultanément une série de fioles qui sont retirées successivement de l’étuve. Nous utilisons des fioles d'Erlenmeyer de 500 cm, de même origine et de même calibre, dans chacune nous versons 200 cm: de liquide nutritif, ce qui correspond à une hauteur de 3 cm. environ. Chaque fiole est ensemencée à l’aide de 20 gouttes d’une suspension de spores fraîches dans du sérum physiologique (NaCI à 8 D. 1000). Les fioles bouchées au coton sont maintenues à l’étuve obscure à une température de 36 à 37° C.
4 — Microdosage du Phosphore —
La microméthode molybdomanganimétrique de THIVOLLE [751], [761 a été adoptée. Elle comporte: la précipitation du phosphore des orthophosphates en phosphomolybdate d'ammonium par le réactif molybdique sulfurique (R.M.S.), réduction de ce complexe dissous en milieu alcalin var le zinc et l'acide sulfurique en sesquioxyde de molybdène, et titrage final par la molybdomanganimétrie en utilisant le réactif molybdique phosphorique benzidiné avec des solutions de KMnO, à 0,8 p. 1000.
La technique originale n’a pas été modifiée, sauf en ce qui concerne l'appareillage de filtration: le précipité de phosphomolybdate d’ammonium et la solution de sesauioxyde de molybdène ont été filtrés sur microfiltres en verre fritté Schott-Jena, respectivement I G4 et I GS.
5 — Minéralisation —
La méthode nitro-zincique attenante au microdosage du phos-
phore et décrite par THIVOLLE [76] nous a donné entière satisfaction.
6 — Microdosage de l'Azote total —
Nous avons utilisé le mode opératoire décrit par BOIVIN [5]: micro-kjeldahl avec appareil de Parnas-Wagner. La minéralisation est exécutée à l’aide d'acide sulfurique pur en présence
du mélange catalyseur de BOIVIN (HgO + CuSO, + K,SO, à parties égales).
7 — Analyse des constituants phosphorés de la culture totale
À chaque prélévement le mycélium et le liquide sous-jacent sont versés sur un filtre sans plis, le total est lavé à l'eau distillée tiède. Le filtrat après ébullition et refroidissement est amené à un volume déterminé.
a) — Liquide de culture — On exécute une recherche qualitative du glucose à la liqueur de Fehling.
Sur ce même liquide on dose: d'une part Je phosphore total après minéralisation sur une partie aliquote; d'autre part le phosphore minéral sur une autre partie aliquote, par précipitation directe du phosphomolybdate d'ammonium par le R.M.S. (10 minutes au B.M. bouillant). Le phosphore sous forme d’esters est obtenu par différence entre le phosphore total et le phosphore minéral.
b) — Mycélium — Le mycélium lavé, essoré, est immédiatement haché très finement. La technique utilisée au cours de cette étude est inspirée de celle mise au point par SCHNEIDER [66] sur les tissus animaux et adaptée par VENDRELY [80] à la cellule bactérienne.
x — EXTRACTION DE LA FRACTION ACIDO-SOLUBLE —
La purée tissulaire est mise en suspension dans 100 cm° environ d'acide trichloracétique à 5% glacé et laissée à la glacière pendant 7 heures. L'’extrait acide est recueilli par filtration directe à travers une cartouche de cellulose pure, le résidu mycélien est lavé à l'acide trichloracétique à 5% glacé, puis à l’eau distillée jusqu’à faible acidité des eaux de lavage. L'’extrait trichloracétique total est amené à un volume déterminé.
Sur une partie aliquote on dose le phosphore total après minéralisation. Sur une autre partie aliquote on dose le phosphore
minéral (directement précipitable par le R.M.S.: 10 minutes à
100° C.) qui représente le phosphore des ortho-, pyro- et métaphosphates libres [471 et de l’acide adénylpyrophosphorique [771].
Par différence entre le phosphore total et le phosphore minéral on a le phosphore sous forme d’esters: esters glucidiques divers, nucléotides [50], [801].
y; — EXTRACTION DE LA FRACTION LIPIDIQUE —
Nous avons adopté la technique de KUMAGAWA et SUTO [36] modifiée par LEMELAND [38]. Le résidu tissulaire, dans la cartouche, est lavé à l'alcool à 95°, puis il est soumis à l’extraction alcoolique pendant 10 heures. L’extrait alcoolique est évaporé à sec sous pression réduite à une température inférieure à + 75° C. Le résidu sec est soumis à trois digestions dans l’ether anhydre puis à une digestion dans le chloroforme pur. Les extraits ethéro-chloroformiques laissent un résidu aui est minéralisé et dont on dose le phosphore aui représente le phosphore lipidique.
Le résidu insoluble dans les différents solvants est minéralisé, sa nature étant imprécise le rhosvhore qu'il renferme doit être considéré comme phosphore indéterminé.
Fc EXTRACTION DE LA FRACTION NUCLEIQUE TOTALE —
MICHEL-DURAND [51] n'avait pas obtenu de résultats positifs, il préconisait simplement la techniaue de JAVILLIER et ALLAIRE [31]: extraction par des solutions chlorurées, préférable à l'extraction trichloracétiaue même à température ordinaire. La méthode de SCHNEIDER nous a donné des résultats constants. Le résidu mycélien est désséché à + 40° C., pulvérisé très finement au mortier; la poudre obtenue est mise en suspension dans de l'acide trichloracétique à 5% froid, après centrifugation on jette ce liquide de lavage. Le culot est mis de nouveau en suspension dans de l'acide trichloracétiaue à 5°, le tout est soumis à l’action d’un B.M. à + 90° C. durant 15 minutes, après refroidissement et centrifugation on recueille l'extrait. Une nouvelle extraction trichloracétique est opérée dans les mêmes conditions, on recueille cet extrait qui est réuni au premier ; le total est amené à un volume déterminé: il renferme les deux acides nucléiques.
Sur une partie aliquote de l'extrait acide, après minérali-
sation, on dose le phosphore qui représente le phosphore des acides désoxyribo- et ribonucléiques.
VERIFICATION DE LA TECHNIQUE D’EXTRACTION DES ACIDES NUCLEIQUES
Sur des cultures ‘prises comme témoins nous avons vérifié la validité de notre technique en recoupant le dosages de phosphore total par des dosages d'azote purique. Après une hydrolyse de 2 heures pratiquée sur une partie aliquote de l'extrait acide nous dosons l'azote total des purines libérées suivant la technique de VENDRELY et SARCIRON [81].
Voici quelques résultats obtenus sur plusieurs mycéliums :
P total nu- N total pu- N purique cléique (mg.) rique (me£g.) Pol Mycélium de 96 h. 2,875 3,24 1,12 > 120 h. 2,015 2 0,99 5 144 h. 1,31 1,55 1,18 : 47 h. 4,09 4,65 1,11 . Finn: 5,88 5,99 1,01
RE PS EE VE ET EC ME + TC
Le rapport spécifique théorique N purique / P total nucléique étant de 1,13 pour chacun des deux acides nucléiques ces quelques résultats démontrent que notre technique veut être considérée comme satisfaisante. Il faut admettre naturellement que les acides nucléiques isolés du mycélium possèdent la structure tétranucléotidique avec deux bases puriques et deux bases pyrimidiques.
TRAITEMENT DU RESIDU FINAL
Le résidu tissulaire final est minéralisé, on dose le phosphore que l’on considère comme phosphore résiduel. Il représenterait le phosphore des métaphosphates acido-insolubles, mais il doit être accompagné, vraisemblablement, du phosphore resté adsorbé au niveau des débris tissulaires et ayant résisté aux traitements précédents.
EVOLUTION DU PHOSPHORE AU COURS DE LA CROISSANCE SUR MILIEU NORMAL
Deux séries expérimentales sont exécutées sur milieu de CZAPEK normal en présence de glucose (3%) et de sulfate n. d'ammonium (0,50).
A — RESULTATS EXPERIMENTAUX —
Entre 47-48 heures le mycélium est mince, plissé, blanc avec quelques conidies ; à 71-72 heures il s’épaissit avec le début de la sporulation; à 95-96 heures la sporulation est active, le mycélium ne se développe plus, enfin à 118-120 heures on entre dans
la période d’autolyse.
Les résultats sont réunis dans le Tableau I.
1) — Liquide nutritif — Le glucose disparait à 118-120 heures.
Les chiffres obtenus nous autorisent à diviser en trois phases l’évolution du phosvhore minéral. Les deux premières phases se situent durant la vériode de croissance en présence de glucose et d'azote, la troisième pendant la période d’autolyse.
La première phase se signale par une rapide et importante absorption du phosphore minéral, elle est localisée de 0 à 74-72 heures durant la croissance pondérale linéaire du mycélium jusqu'à la sporulation. À ce moment le taux du phosphore minéral tombe à 60% de sa concentration initiale.
La seconde phase est caractérisée par le ralentissement dans l'absorption du phosphate, elle occupe toute la période de sporu-
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lation, de 71-72 heures à 95-96 heures, au moment où l'organisme ne dispose plus d’une source énergétique suffisante. Le taux de phosphore minéral atteint alors un minimum de 55% environ.
La troisième phase comporte un retour progressif du phosphore minéral, elle débute dès l’autolyse, à partir de 120 heures, au moment où l'organisme vit aux dépens de ses réserves protoplasmiques: période de désassimilation caractéristique de l’inanition carbonée.
Enfin pendant tout le développement le phosphore dosé est exclusivement sous forme minérale, en particulier pendant l’autolyse il n'apparaît pas de phosphore sous forme d’esters.
2) — Mycélium —
a) — Phosphore minéral — Le champignon accumule du phosphore minéral jusqu’à la consommation totale du glucose; cette accumulation s'effectue régulièrement, et elle correspond à un accroissement assez important (environ 14,5% à 118-120 heures). Au cours de l’autolyse le taux augmente encore pendant quelques heures, puis ensuite il diminue ou reste constant.
b) — Phosphore sous forme d'’esters — Son évolution se fait en trois phases. La première phase se situe du début de l’expérience jusqu’à la sporulation, elle offre une rapide augmentation. La seconde phase localisée à la sporulation présente un accroissement plus lent jusqu’à un maximum (10% environ à 95-96 heures). Enfin pendant l’autolyse la concentration diminue progressivement démontrant la destruction de ces différents esters organiques corrélative de l’inanition carbonée.
c) — Phosphore lipidique — Il offre un comportement semblable à celui du phosphore sous forme d’esters, on retrouve les trois phases décrites ci-dessus, la seule différence étant d'ordre quantitatif: le phosphore lipidique atteint une concentration inférieure à celle du phosphore estérifié (le maximum est de 7,50°, environ à 95-96 heures).
d) — Phosphore nucléique — Son évolution se fait en deux phases au cours de la période de croissance. La première phase se situe de la germination des spores jusqu’au début de la sporulation: le taux augmente rapidement jusqu'à un maximum (12% environ à 71-72 heures). La seconde phase, pendant la sporulation, se signale par une diminution rapide de la concentration jusqu'à la consommation totale du glucose (10,5% environ à
95-96 heures). Durant l’autolyse la destruction de cette forme se poursuit rapidement.
e) — Phosphore résiduel — Il évolue parallèlement au phosphore sous forme d’esters et au phosphore lipidique: il atteint un maximum de 2,5% environ à 95-96 heures.
En résumé, si l’on suit l’évolution du phosphore au cours du développement du microorganisme sur milieu normal on distingue deux parties: ;
— Durant la croissance deux phases peuvent être envisagées, la première allant du début de la culture à la sporulation durant laquelle le phosphore minéral du milieu nutritif prélevé rapidement est utilisé pour la synthèse d’un certain nombre de composés phosphorés tissulaires. Le phosphore nucléique s'accroît rapidement, de même que les trois autres formes organiques phosphorées, tandis que le phosphore minéral s'accumule. La deuxième phase se situe à la sporulation active où nous assistons, dans le milieu, à un ralentissement dans l'absorption du phosphate se traduisant par une diminution du taux du phosphore nucléique tissulaire. Les autres formes de phosphore du mycéfium continuent à s’accroitre jusqu’à la consommation totale du glucose.
—Pendant l’autolyse le phosphore minéral du milieu nutritif augmente progressivement traduisant la destruction des différents composés phosphorés organiques du mycélium dont, seul, le phosphore minéral continue à s’accroître.
3) — Bilans de phosphore — Pour la première série les bilans se bouclent avec des pertes comprises entre 1,20 et 6%, tandis que dans la seconde série on a des pertes comprises entre 0,8 et 2,3%.
Ces résultats confirment la validité de notre technique.
B — DISCUSSION DES RESULTATS
L'absorption du phosphore minéral du liauide nutritif paraît liée étroitement à l’utilisation de la source carbonée, ce aui confirme l'opinion d’un grand nombre d'auteurs [67], [17], [511, [46].
D'après MICHEL-DURAND, dans le mycélium deux formes augmentent rapidement pendant la sporulation: le phosphore
organique acido-soluble et secondairement le phosnhore minéral. Les autres formes ne sont pas influencées: le phosphore protéique reste à un taux constant, le phosphore lipidique diminue. Donc pour cet auteur la rapide absorption du phosphate se traduit par la rapide augmentation du phosphore organique acido: soluble [511]. MANN aboutit aussi à des résultats sensiblement analogues en ce qui concerne la fraction acido-soluble [46]. Nos résultats sont donc en désaccord complet avec ceux de MICHEL. DURAND en ce qui concerne l’évolution du phosphore nucléique et du phosphore lipidique au cours de la sporulation.
Considérons tout d’abord la phase de multiplication active des filaments mycéliens jusqu’au début de la sporulation. L’organisme disposant en quantité importante de glucose, d'azote ammoniacal et de phosphate synthétise ses différents constituants phosphorés: cette période est dominée avant tout par l’importance de la synthèse nucléique. À 48 heures le rhosphore nucléique représente la moitié du phosphore total tissulaire, puis à 72 heures, à son maximum, il en représente encore le tiers. Ge résultat obéit strictement aux conclusions émises var BRACHET et JEENER (levure) [11] et par BOIVIN (bactéries [4] suivant lesquelles l'acide ribonucléique est d'autant plus abondant que les divisions cellulaires sont plus actives, donc aue la synthèse protéique est plus intense. En période de croissance active la Mucédinée utilise la plus grande partie des aliments qui lui sont offerts pour synthétiser des protéines et en particulier des nucléoprotéines. Durant cette même période on assiste à une synthèse des autres formes de phosphore, mais celle-ci est moins intense: l'organisme doit édifier ses membranes cellulaires et constituer certaines réserves.
Si maintenant on passe dans la période de sporulation l'organisme ne dispose plus à ce moment-là de quantités suffisantes d’aliment carboné énergétique, il doit utiliser une partie de ses propres réserves protoplasmiques. Ce sont les nucléoprotéines primitivement synthétisées qui sont dégradées, elles suivent le sort de l’ensemble des protéines tissulaires, les chaînes d'aminoacides qui les constituent servant d’'aliment carboné. Ce résultat recoupe celui obtenu par JACQUOT qui montre qu'un mycélium jeune renferme plus d'azote que le mycélium sporulé, ce qui traduit une diminution des protides [30]. Cependant les autres formes de phosphore continuent à s’accroître jusqu’à la disparition totale du glucose prouvant ainsi qu’elles entrent dans la constitution cellulaire ou jouent le rôle d’intermédiaires dans la synthèse de certains constituants protoplasmiques. En définitive pendant cette période le phosphore nucléique n'intervient pas
comme une substance de réserve phosphorée utilisable pour la formation des autres catégories de phosphore tissulaire, la diminution de la concentration de cette forme ne serait que la conséquence d’une utilisation par le champignon de ses propres nucléoprotéines comme aliment énergétique.
Une relation existerait — elle entre le phosphore nucléique et le phosphore lipidique puisque dans certaines de nos cultures à un taux de phosphore nucléique anormalement élevé correspond un taux de phosphore lipidique anormalement bas? Nous pensons que ces anomalies apparues au cours de la croissance doivent plutôt nous inciter à en rechercher l'explication en provoquant des variations des constituants chimiques ou des conditions physicochimiques du milieu de culture. Comme l'écrit LUTERAAN: «on ne peut déduire de la disparition d’une substance et de la constitution d’une autre que la synthèse de l’une s'effectue aux dépens de l’autre. On peut tout au plus présumer aue la synthèse de l’une ou des unes vient compenser le catabolisme de l’autre ou des autres. Les deux processus peuvent paraître simultanés et liés.» [41]
INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN PHOSPHORE DANS LE LIQUIDE NUTRITIF
a) — Croissance sur milieu renfermant une dose de phosphate supérieure à la dose normale —
Deux séries expérimentales sont exécutées sur milieu de CZAPEK modifié dont la concentration en phosphate monopotassique est de 3 p. 1000, en présence de glucose (3%) et de sulfate n. d'ammonium (0,50°).
Résultats expérimentaux — Le développement se poursuit normalement, la vitesse d'utilisation du glucose est sensiblement la même que celle sur milieu normal.
Les résultats sont réunis dans le Tableau II.
Dans le liquide de culture on assiste à une rapide absorption du phosphore minéral suivie d’un ralentissement jusqu’à un taux minimum lors de la consommation totale du glucose. La quantité de phosphore minéral disparue est plus grande, en valeur relative, sur ce milieu hyper-phosphoré que sur milieu normal. Au cours de l’autolyse les phosphates font rapidement retour au milieu nutritif.
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Dans le mycélium la répartition des formes de phosphore est comparable à celle obtenue sur milieu normal. Rapide synthèse du phosphore nucléique jusqu’à un maximum à la pré-sporulation, puis dégradation pendant la sporulation. Le phosphore sous forme d’'esters, le phosphore lipidiaue et le phosphore résiduel passent chacun par un maximum à la sporulation active. Enfin le phosphore minéral s’accumule régulièrement jusque
durant l’autolyse.
Seules les valeurs relatives du phosphore minéral et du phosphore nucléique tissulaires sont plus importantes que sur milieu normal.
On peut conclure qu’en présence d’une dose supérieure de phosphate dans le milieu nutritif le microorganisme réagit en accumulant dans ses tissus du phosphore minéral et en accentuant la synthèse du phosphore nucléique.
En ce qui concerne les bilans de phosphore ils se bouclent dans la première série avec des pertes comprises entre 0,24 et 1,72%, et dans la seconde série avec des pertes comprises entre 0,33 et 0,95%.
b) — Croissance sur milieu renfermant une dose de phosphate
inférieure à la dose normale —
Deux séries d'expériences sont faites sur milieu de CZAPEK modifié renfermant 0,33 p. 1000 de phosphate monopotassique, en présence de glucose (3%) et de sulfate n. d'ammonium (0,50).
Résultats expérimentaux — Sur milieu renfermant une dose de phosphate égale au tiers de la dose normale le microorganisme offre un développement très lent, la vitesse d'utilisation du glucose a considérablement diminué mais l’évolution morphologique est la même que sur milieu normal.
Le Tableau III contient les résultats numériques.
Dans le milieu nutritif, durant la croissance, on assiste à la disparition du phosphore minéral jusqu’à un minimum localisé au stade de consommation totale du glucose, ce minimum peut atteindre 0,70% de la concentration initialement présente. Au cours de l’autolyse il y a un retour du phosphore minéral.
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Dans le mycélium on aboutit à une diminution très importante, en valeur relative, du taux du phosphore minéral, ainsi qu’à une, plus légère, du taux du phosphore sous forme d’esters, du phosphore nucléique et du phosphore résiduel. Une seule forme garde une valeur relative constante, c'est le phosphore lipidique. Malgré cette perturbation les phosphores sous forme d’esters, lipidique et résiduel passent chacun par un maximum à la sporulation lors de la disvarition du glucose; le phosphore nucléique atteint son maximum au début de la snorulation, quant au phosphore minéral il s’accumule jusqu’à l’autolyse.
En définitive, la Mucédinée réagit à une diminution de la concentration en phosphate dans le milieu en ralentissant considérablement son stockage de phosphore minéral, et cette diminution se répercute aussi sur le phosphore sous forme d’esters, secondairement sur le phosphore nucléique et le phosphore résiduel. Une seule forme ne semble pas être touchée, c'est le - phosphore lipidique.
Les bilans de phosphore se bouclent avec des pertes comprises entre 1,03 et 7,93% pour ia première série et entre 1,26 et 5,40% pour la seconde série.
c) — Discussion des résultats obtenus sur milieux déséquilibrés en phosphate ©
Par variation du taux de phosphate monovotassioue dans le milieu nutritif nous avons modifié assez profondément le métabolisme du phosphore. Nous avons vu agir, en varticulier, sur les
processus de croissance en perturbant la vitesse d'utilisation du glucose.
MOLLIARD a déjà montré qu’une dose déterminée de phosphore est indispensable au mycélium pour l’utilisation complète des sucres [53], cependant qu’en présence d’une dose réduite de cet élément la phase de sporulation n'est vas retardée [54]. Les expériences de MANN nous apportent sur ce suiet un certain nombre de points fort intéressants. Si Aspergillus niger se développe sur milieu renfermant 0,02% de K.HPO, le mycélium est très réduit, la sporulation a lieu vers le quatrième jour. Sur milieu renfermant 0,2 ou 0,5% de K,HPO, le mycélium est, au contraire, très important, le développement rapide et la sporulation n'apparaît qu’au bout du 6ème ou du 7ème jour. Sur milieu hyperphosphoré le mycélium absorbe plus de phosphore que sur milieu hypophosphoré, donc le maximum de phosphore total tis-
sulaire dépend du taux initial de phosphate dans le milieu. D'autre part en comparant les cultures sur milieu à 0,02% de K,HPO, à celles sur milieu à 0,2% de ce même sel, on constate aœue le glucose est plus rapidement consommé dans le second cas, il y a plus d'acide citrique dans le milieu et il y a une plus grande utilisation de l'azote [46].
Nos résultats sont donc en accord avec ceux de MANN, notamment en ce qui concerne le rapport étroit existant entre la quantité de phosphate présente dans le milieu à celle emmagasinée par le mycélium. Et, d'autre part les expériences exécutées sur milieu hypo-phosphoré démontrent l'influence exercée par les phosphates sur la vitesse d'utilisation de la source carbonée. Si les phosphates sont en déficit, dans le milieu, les processus de dégradation et d’'assimilation des glucides sont extrêmement lents.
Le taux de phosphore minéral tissulaire est en rapport étroit avec celui des phosphates dans le milieu. Plus on donne de phosphate plus le champignon en accumule dans ses tissus, ce qui est un argument en faveur du rôle de substance de réserve phosphorée ioué par le phosphore minéral tissulaire. Quelle est la nature chimique exacte de ce phosphore minéral jouant ce rôle? Nous n'avons pu la préciser, mais les expériences récentes de WIAME [84], et de SCHMIDT et ses collaborateurs [65] sur la levure laissent entrevoir le rôle important joué par les métaphosphates comme substance de réserve phosphorée.
Le phosphore nucléique est également influencé var le taux de phosphate dans le milieu comme JEENER et BRACHET [32] l’ont déjà montré sur la levure. Son comportement prouve qu'il est en étroite relation avec la teneur du milieu en glucide. Il diminue lorsque les nucléoprotéines, dont il participe à la constitution, sont utilisées comme aliment carboné.
Le phosphore sous forme d’esters, ainsi aue le phosphore résiduel ne montrent une variation de leur taux que sur milieu hyperphosphoré où ils diminuent en valeur relative. Cependant leur comportement respectif est touiours identique à celui sur milieu normal, ces formes de phosphore exigent donc une quantité bien définie de phosphate si le carbone et l'azote sont dans un rapport constant.
Le phosphore lipidique est indépendant de la concentration
en phosphate dans le milieu, il reste à démontrer si cette forme dépend de la variation du rapport carbone / azote.
INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN GLUCOSE DANS LE LIQUIDE NUTRITIF
Les deux expériences que nous allons décrire sont faites sur milieu salin de CZAPEK normal en présence de 15% de glucose et de sulfate n. d’ammonium (0,50°).
A — Résultats expérimentaux
Le microorganisme se développe en voroduisant un mycélium énorme, très plissé et qui ne sporule jamais. Le sucre ne disparaît que tardivément, vers 264 heures.
Les résultats sont réunis dans le Tableau IV.
Dans le liquide nutritif le phosphore minéral disparaît rapidement dès le début de la croissance, puis ensuite le taux se maintient sensiblement sur un palier jusqu’en fin d'expérience. Ce taux est en général inférieur à celui atteint par le minimum sur milieu normal.
Dans le mycélium le phosphore nucléique présente une rapide et importante augmentation suivie par un ralentissement jusqu’à un maximum, ensuite il diminue ravidement jusqu’à la fin de la croissance.
Le phosphore sous forme d'’esters est synthétisé rapidement en grande quantité, puis cette synthèse se ralentit, atteint un maximum et diminue jusqu’en fin d'expérience.
Le phosphore lipidique croît rapidement, atteint un palier
sur lequel il se maintient jusqu’à la consommation totale du glucose.
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Le phosphore résiduel évolue sensiblement comme sur milieu normal.
Quant au phosphore minéral il s’accumule et évolue d'une manière identique à celle sur milieu normal.
La croisance sur milieu hyper-glucosé est donc caractérisée par une rapide et importante assimilation du phosvhate, suivie d'un brusque freînage qui se traduit, dans le mycélium, par la diminution rapide du phosphore nucléique puis du phosphore sous forme d'esters, seul le phosphore linidioue garûe une valeur constante.
En ce qui concerne les bilans de phosphore on observe une perte assez sensible au cours des manipulations; ces bilans se bouclent avec des pertes comprises entre 4,72 et 8,22% pour la première série, et entre 1,24 et 7,30% pour la seconde série.
B — Discussion des résultats
La modification du rapport carbone / azote dans le sens d'une augmentation a bouleversé l’évolution du vhosvhore au cours de la croissance.
Le fait important apparu au cours de ces expériences c’est que malgré la teneur élevée en glucose dans le milieu l’organisme prélève une quantité de vhosphate, bien que supérieure à celle prélevée sur milieu normal, mais limitée à un certain taux à partir duquel il se maintient jusqu'à la consommation complète du sucre. Dès aue l'azote mis à la disposition de l'organisme vient à manquer, l’assimilation du phosphate est stoprée, pour continuer la dégradation de la source énergétique le champignon doit nécessairement utiliser certains composés tissulaires renfermant de l’azote dans leur molécule.
Si l'on examine l’évolution du phosphore dans le mycélium on s'aperçoit que, dès le début de la croissance, une synthèse considérable de phosphore nucléique se produit, elle est suivie par une synthèse tout aussi importante du phosvhore sous forme d'esters et par une un peu moins importante du phosphore lipidique. La Mucédinée utilise, durant cette période, une grosse partie du phosphate et de l’azote mis à sa disposition étant donné la quantité considérable de glucose à métaboliser. Concernant le phosphore nucléique ces résultats sont conformes aux vues de JEENER et BRACHET disant que la respiration ou la fermentation sont indispensables à la synthèse de l'acide nucléique de
la levure [32]. D'autre part on obtient une preuve supplémentaire que le phosphore sous forme d’esters est sous l’étroite dépendance de la concentration en aliment carboné: c'est vraisemblablement la forme intermédiaire entre le glucose et les polyosides complexes constitutifs de la membrane cellulaire. Quant au phosphore lipidique sa synthèse est aussi en relation étroite avec la concentration en glucide, il intervient comme intermédiaire dans la formation de certains constituants cellulaires.
Le mycélium ne disposant plus d'azote en œuantité suffisante pour utiliser le glucose restant dans le milieu, la synthèse du phosphore nucléique est stoppée ce qui démontre que la nucléoprotéogenèse dépend du taux d'azote comme beaucoup d'auteurs ([151, (121, [11]) l'ont constaté sur la levure. Suivant BRACHET et JEENER, si l’on maintient le microorganisme en active fermentation sur un milieu riche en sucre mais privé d'azote ses cellules sont relativement pauvres en acide ribonucléique. Malgré le manque d'azote les deux autres formes organiques de phosphore (sous forme d’esters et lipidique) continuent à s'accroître.
Nous entrons maintenant dans la période d’inanition azotée, l'organisme utilise ses nucléoprotéines protoplasmiques comme aliment azoté, le phosphore nucléique baisse rapidement. Ce résultat est en accord avec celui de TERROINE et SZUCS qui ont montré, sur la levure et sur Sterigmatocystis nigra, qu’au cours de l'inanition azotée les bases puriques disparaissent rapidement [72]. Le phosphore nucléique semble donc jouer, dès maintenant, un double rôle: c’est à la fois un aliment énergétique et un aliment azoté. Le phosphore sous forme d’esters diminue lentement par suite de la dégradation des nucléotides jusqu'au stade des bases puriques puis de l’ammoniaaue [141, 1721. Quant au phosphore lipidique il garde une valeur constante durant toute la période d’'inanition azotée, ce n'est donc pas un aliment azoté pour l'organisme, comme RAVEUX l'a constaté: il fait partie intégrante des constituants cellulaires [601 et intervient dans les phénomènes de perméabilité [48], T491. Le phosphore résiduel semble se comporter comme une substance de réserve car il a une évolution sensiblement cumulative.
Enfin il faut remarquer que l’évolution du phosphore minéral du mycélium n'est pas modifiée, il est indépendant de la variation de concentration en aliment glucidiaue, c’est donc bien une substance de réserve phosphorée.
INFLUENCE DE CONCENTRATION EN AZOTE DANS LE LIQUIDE NUTRITIF
a) — Croissance sur milieu renfermant une dose de sulfate neutre
d’ammonium supérieure à la dose normale
Deux séries expérimentales sont faites sur milieu de CZAPEK normal, en présence de glucose (3°) et de 2°, de sulfate n. d’ammonium.
Résultats expérimentaux — L'organisme se dévelonpe normalement, mais la sporulation active se manifeste assez précocement
Les résultats sont réunis dans le Tableau V.
La disparition du glucose est complète à 143 heures environ.
Dans le liquide nutritif l'absorption du phosphore minéral suit deux phases en tous points superposables à celles sur milieu normal, le minimum du taux coïncidant avec la disparition du sucre.
Dans le mycélium le phosphore minéral s'accumule régulièrement jusqu’à l'autolyse.
Le phosphore sous forme d'esters ainsi que le phosphore lipidique et le phosphore résiduel augmentent rapidement jusqu'à la sporulation, puis durant la sporulation active il y a ralentissement et ils atteignent ensemble leurs maxima respectifs à la période de consommation totale de l’ose.
Enfin le phosphore nucléique présente une évolution en tous points comparable à celle sur milieu équilibré: dès le début de
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la croissance jusqu’à la sporulation il y a synthèse rapide, il atteint son maximum à la fin de cette période, puis durant la sporulation active il diminue lentement jusqu’à l’autolyse.
Donc en présence d'un excès d'azote dans le milieu de culture le métabolisme phosphoré de la Mucédinée n’est perturbé ni qualitativement ni quantitativement.
Les bilans de phosphore se bouclent avec des pertes de 3,72 à 9,78% pour la première série et de 2,49 à 6,027, pour la seconde série.
b) — Croissance sur milieu renfermant une dose de sulfate neutre
d’ammonium inférieure à la dose normale
Deux séries expérimentales sont faites sur milieu salin de CZAPEK normal en présence de glucose (3°) et de 0,20% de sut fate n. d’ammonium.
Résultats expérimentaux —
Le champignon se développe bien, mais on note tout d’abord une diminution du volume du mycélium par rapport à celui obtenu sur milieu normal, et, l'absence de sporulation active.
D'autre part la vitesse d'utilisation du glucose est réduite considérablement.
Les résultats sont réunis dans le Tableau VI. Le glucose est consommé totalement à 216 heures.
Dans le liquide nutritif après une rapide diminution du phosphore minéral on a une stabilisation avec maintien sur un palier jusqu’à la consommation du glucose. Le manque d'azote agissant pour stopper l'assimilation du phosphate, ce résultat est donc comparable à celui obtenu sur milieu hyper-glucosé.
Dans le mycélium le phosphore minéral évolue cumulativement comme sur milieu normal.
Le phosphore sous forme d’esters après une rapide augmentation se stabilise brusquement et diminue ensuite très lentement.
Le phosphore lipidique augmente rapidement et reste à un niveau constant jusqu'en fin de croissance.
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Le phosphore nucléique après une rapide et importante synthèse se stabilise puis diminue jusqu’à l’autolyse.
Enfin le phosphore résiduel évolue comme sur milieu normal.
Ces différents résultats sont donc qualitativement conformes à ceux obtenus sur milieu hyper-glucosé en ce qui concerne les quatre formes organiques de phosphore tissulaires. Ils le sont qualitativement et quantitativement en ce qui concerne le phosphore minéral du mycélium: ils démontrent le rôle important que joue la concentration en azote dans l'intensité de l'assimilation phosphorée.
Ainsi jusqu’à 72 heures environ l’évolution des différentes formes de phosphore dans la culture totale est absolument superposable à celle sur milieu normal mais ensuite le manque d'azote provoque une perturbation dont seul le phosphore minéral du mycélium n’en ressent pas les effets.
Les bilans de phosphore présentent des pertes comprises entre 2,14 et 5,93% pour la première série et entre 1,72 et 4,57% pour la seconde série.
c) — Discussion des résultats obtenus sur milieux déséquilibrés
en sulfate d’ammonium
Cette méthode des milieux déséquilibrés en azote a été utilisée antérieurement par SCHNUECKE [67]. Dans une première expérience il prend le double de la dose d'azote et le double de la dose de phosphore et constate que l'absorption de ce dernier par le mycélium varie peu en valeur relative, que la source azotée soit de nature minérale ( (NH,) :SO,, KNO,. ) ou de nature organique (urée). Dans une seconde expérience il utilise la dose normale de phosphore en présence du double, puis du triple de la dose d'azote (KNO,) ce qui provoque une augmentation dans l'absorption du phosphore par le mycélium en valeur relative et absolue. Nos résultats ne sont donc pas conformes à ceux de l'auteur allemand; la différence en est-elle imputable à la nature chimique de la source azotée? Il est regrettable que ce savant n'ait pas utilisé une source d'azote ammoniacale comme il l'avait fait pour ses expériences antérieures.
Si l’on examine les résultats obtenus sur milieu hyperazoté on s'aperçoit que rien n'est modifié dans l'assimilation normale du phosphore et dans la répartition de ses différentes formes
dans le mycélium au cours de la’‘croissance. En particulier l’évolution du phosphore nucléique est en tous points comparable à celle sur milieu normal, les acides nucléiques ne représentent donc pas une réserve azotée. Ce point de vue est absolument conforme aux conclusions de TERROINE et collaborateurs qui, par variation du taux de sulfate n. d'ammonium allant de 5 D. 1000 à 100 p. 1000 ne constatent aucune augmentation dans la teneur en azote des mycéliums récoltés [74]. La Mucédinée ne fait pas de réserves d'azote [72], il est donc normal que le taux de phosphore nucléique ne varie pas. Durant la sporulation on assiste encore à la dégradation progressive des nucléoprotéines se traduisant par la baisse du phosphore nucléique. Les trois autres formes organiques de phosphore se comportent comme sur milieu normal, en particulier on se rend compte que la concentration en phosphore lipidique ne dépend que de la concentration en azote dans le mycélium et non de celle du milieu extérieur [601]. En définitive, comme l’école de TERROINE l'a montré, il y a chez le microorganisme un équilibre azoté se traduisant par l'impossibilité de constituer des réserves d'azote: une dépense azotée inéluctable existe comme chez les organismes supérieurs. Cet équilibre azoté se traduit, dans le mycélium, par un équilibre phosphoré: l'organisme au cours de sa croissance doit utiliser ses protéines et en particulier ses nucléoprotéines pour couvrir ses besoins énergétiques, et la diminution du taux de phosphore nucléique représente cette dépense phosphorée inéluctable.
Si maintenant on examine les résultats obtenus sur milieu hypo-azoté on ne peut que confirmer les conclusions que nous avons émises à propos de l’évolution du vhosvhore sur milieu hyper-glucosé. A partir du stade d'inanition azotée on observe un brusque arrêt dans l'assimilation du phosphore, le mycélium doit alors dégrader ses nucléonrotéines, ses acides nucléiques et ses nucléotides protoplasmiques: le phosphore nucléique et le phosphore sous forme d’esters voient alors leurs concentrations respectives baisser. Seul le phosphore lipidique garde une valeur constante prouvant, d'une part l’inaptitude des phosphoaminolipides à servir d’aliment azoté et, d'autre part l'importance du maintien de leur intégrité.
Une seule forme de phosphore tissulaire n’a pas varié ni dans son évolution, ni dans sa concentration, c'est le phosphore minéral: il reste absolument indépendant de toute variation du rapport carbone / azote.
CHAPITRE QUATRIEME
ÉVOLUTION DU PHOSPHORE EN PRÉSENCE DE DIFFÉRENTES FORMES D’ALIMENT AZOTE
On sait, depuis les travaux d'un très grand nombre d'’auteurs (en particulier ceux de BRENNER [13], de BACH [2] sur le genre Aspergillus), que la forme ammoniacale est la forme préférentielle et même obligatoire de l'alimentation azotée des Mucédinées. D'autres formes d'azote peuvent cependant servir d’aliment tels que les nitrates alcalins, certains acides aminés, des amides telle que l’urée [2]. Mais ces différentes formes doivent être ramenées par l'organisme luimême à l'état ammoniacal, d’où une dépense d'énergie supplémentaire se traduisant par une baisse du rendement énergétique beaucoup plus rapide que sur milieu à azote ammoniacal [6]. Cette baisse rapide du rendement énergétique affecte la vitesse de croissance et modifie ainsi les différents métabolismes du microorganisme.
Dans les expériences qui vont suivre nous ferons se développer Sterigmatocystis nigra en présence d'une source azotée non ammoniacale. Nous utiliserons, d’une part le nitrate de potassium, d'autre part l’urée. Ces deux corps étant de concentration isoazotée par rapport au milieu normal au sulfate n. d’ammonium, soit 0,106 g. % d’azote.
Nous utilisons le milieu salin de CZAPEK normal, en pré-
sence de glucose (3%) et, soit de nitrate de potassium (0,76%), soit d’urée (0,229°/).
Deux séries expérimentales sont faites pour chaque cas. À — Résultats expérimentaux —
La Mucédinée se développe bien sur chacun de ces deux milieux, mais elle ralentie considérablement sa vitesse de crois-
sance, en présence de nitrate notamment, ce qui se traduit par une modification dans les processus d’assimilation du phosphate.
Le glucose disparaît vers 168 heures avec KNO,, et vers 144 heures avec l'urée. Dans les deux cas nous notons la variation du pH du milieu: de 5,0 au début des expériences il passe
à 6,0 à 72 heures pour s’y maintenir jusqu’à la consommation du sucre.
Les résultats sont corsignés dans le tableau VII pour les
expériences sur KNO, et dans le tableau VIII pour celles sur urée.
L'évolution morphologique des cultures est sensiblement plus rapide que sur milieu normal car nous notons une apparition précoce de la sporulation active sur les deux milieux.
Dans le liquide de culture la disparition du phosphore minéral est très ralentie au début de la croissance, mais ensuite el'e reprend son rythme normal jusqu'à la consommation totale du glucose où il atteint un taux minimum.
Dans le mycélium le phosphore nucléique et le phosphore résiduel offrent chacun une évolution absolument superposable à celle sur milieu ammoniacal, sur milieu à l’urée le taux du premier est même particulièrement élevé.
Le phosphore sous forme d'’esters, le phosphore lipidique et le phosphore minéral voient leurs synthèses respectives ralenties au début de la croissance, mais ils atteignent ensuite leurs maxima comme sur milieu ammoniacal.
Le fait important qui se dégage dans ces expériences c’est que la diminution de la vitesse de croissance ne modifie pas la synthèse du phosphore nucléique et du phosphore résiduel.
Dans les deux cas les bilans de phosphore sont assez satisfaisants. En présence de nitrate les pertes sont comprises entre 1,9 et 4,145% pour la première série, et entre 0,02 et 1,74, pour la seconde série. En présence d'urée les pertes sont comprises entre 0,61 et 4,43% pour la première série et entre 0,37 et 3,50% pour la seconde série.
B — Discussion des résultats —
En utilisant des sources d'azote de nature chimique variable nous avons modifié la vitesse de croissance de la Mucédinée,
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particulièrement sur milieu au nitrate. L'urée semble être un meilleur aliment azoté que ne l’est le nitrate, ce qui confirme le point de vue de TERROINE et WURMSER [73]. Nous savons, à la suite des travaux de BONNET, DUQUENOIS et VINCENT que la baisse dans le rendement matériel est dûe à la perte d'énergie supplémentaire provoquée par le fait que l'organisme doit réduire l'azote nitrique ou uréique avant de l'utiliser [91, et aussi par le fait que cette réduction libérant des ions OH: oblige l'organisme à détourner son métabolisme normal pour fabriquer, en pure perte, de l'acide oxalique pour contre-balancer cette alcalinisation [301], [87]. Ce freînage dans les processus d'’édification de la substance vivante se répercute sur le métabolisme phosphoré, c'est ce aœue l’on constate au début de la culture où l'on voit le phosphate disparaître très lentement du milieu. L'absorption du phosphore suit celle de l'azote nuisaue JACQUOT a montré que sur milieu au KNO, l'azote total tissulaire est à une concentration inférieure à celle sur milieu ammoniacal [30]: il y aurait donc une variation parallèle du phosphore et de l'azote.
Durant la période de ralentissement de la croissance on s'aperçoit que les formes de phosphore du mycélium se groupent en deux catégories. La première catégorie caractérisée par une synthèse déficiente et dans laquelle on trouve le phosphore minéral, le phosphore sous forme d’esters et le nhosphore lipidique; la seconde catégorie caractérisée par une synthèse normale et dans laouelle se placent le phosphore nucléique et le phosphore résiduel. Les formes de phosphore contenues dans la première catégorie doivent donc intervenir soit comme intermédiaires, soit comme des constituants normaux du protoplasme et dépendent de la vitesse de croissance. Celles de la seconde catégorie interviennent bien comme constituants normaux du protoplasme mais sont indépendantes de la vitesse de croissance.
Ainsi le comportement des trois formes de phosphore appartenant à la première catégorie confirme entièrement le rôle que nous leur avions attribué précédemment: elles suivent le développement pondéral du mycélium. Mais en ce qui concerne les. deux autres formes, et particulièrement le phosphore nucléique, le rôle que nous leur avions attribué n'est plus compatible avec leur évolution actuelle. Malgré les conditions défavorables de croissance la synthèse nucléique n’est pas troublée. En ne considérant que le seul acide ribonucléique — nos recherches qualitatives nous ayant montré la faible teneur du mycélium en acide désoxyribonucléique — nous nous heurtons aux théories classiques suivant lesquelles il y a proportionnalité entre l'intensité de la synthèse nucléique et la vitesse de croissance (BRACHET).
Pour MIRSKY, d'ailleurs, on peut démontrer sur la cellule de levure que la concentration élevée en acide nucléique dans le cytoplasme est en relation avec la croissance et vas simplement avec l’activité métabolique [52]. Cependant, la distinction opérée par JEENER et BRACHET entre deux formes d'acide ribonucléique chez la levure semble donner, partiellement, un appui à nos résultats: l'acide ribonucléique non lié aux granules cytoplasmiques offre une synthèse totalement indévendante de la vitesse de croissance, mais dépendante de la quantité de phosphate et de la présence d'azote dans le milieu [32]. Malheureusement les expériences récentes de WIAME [84] et de SPIEGEL- MAN et ses collaborateurs [33] apportent un démenti aux conclusions de JEENER et BRACHET en accordant aux métaphosphates acido-insolubles ce rôle de substance vhosphorée dont la synthèse est indépendante de la vitesse de croissance. Comme on peut le voir ce problème est très difficile à résoudre et il est probable, comme les travaux de WIAME le montrent [84], qu'il existe une relation entre la synthèse nucléique et l'évolution des métaphosphates acido-insolubles plus ou moins liés, vraisemblablement, à des protéines. Le comnortement du vhosphore résiduel du mycélium prouverait aue cette forme de phosphore serait en relation avec le phosphore nucléique, mais ce n’est qu’une hypothèse tout gratuite.
ÉVOLUTION DU PHOSPHORE EN PRÉSENCE DE CERTAINS AGENTS TOXIQUES
Certains corps chimiques toxiques employés à une certaine concentration agissent sur la vitesse de croissance et modifient les différents métabolismes. Nous n'utiliserons qu’une seule catégorie de ces composés; ceux qui modifient le potentiel d’oxydo-réduction. Nous ajouterons au milieu, d’une part un oxydant, le dichromate de potassium, d'autre part un réducteur, le sulfite acide de sodium.
Le milieu nutritif est constitué par le liquide salin de CZAPEK normal, en présence de glucose (3%) et de sulfate n. d'ammonium (050%), auquel on ajoute:
0,008” de dichromate de potassium pour la première expérience, 0,002% de sulfite acide de sodium pour la seconde expérience.
A — Résultats expérimentaux —
En présence de dichromate de potassium la Mucédinée, après un lent démarrage, se développe bien, le mycélium atteint une taille normale mais la svorulation est peu active. La vitesse d'utilisation du glucose est assez ralentie.
Sur sulfite acide de sodium on observe un ralentissement considérable de la vitesse de croissance, avec un démarrage particulièrement pénible puisque le premier prélèvement n’a lieu qu’à 69 heures de développement; ensuite l’évolution est normale et la sporulation peu active. La vitesse d'utilisation du glucose est languissante.
Les résultats sont consignés dans le tableaux IX.
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Dans le milieu nutritif on observe un freinage dans la diminution du phosphore minéral au début de la croissance; puis ensuite les phénomènes reprennent leur allure normale, en particulier le taux minimum de phosphore minéral est atteint en fin de croissance quelques heures avant la consommation totale du glucose.
Dans le mycélium le ralentissement de la vitesse de croissance au début de l’expérience se traduit par celui de la synthèse du phosphore sous forme d'’esters, du phosphore lipidiaue, et du phosphore résiduel et de l’accumulation du vhosphore minéral.
Le phosphore nucléique ne subit aucune modification ni dans son taux ni dans son évolution, il reste indépendant de la vitesse de croissance. Dans les deux conditions expérimentales il atteint même des concentrations très élevées.
Enfin il faut signaler dans le cas de la culture sur sulfite acide qu’une dégradation des formes organiques de phosphore tissulaires a lieu bien avant la disparition complète du sucre. Cette autolyse précoce a déià été constatée par WURTZ [87].
B — Discussion des résultats —
Ces expériences ayant pour but de montrer l'influence exercée par la vitesse de croissance sur le métabolisme phosphoré de la Mucédinée confirment les résultats que nous avions obtenus sur des milieux renfermant des sources d'azote variées.
Le phosphore minéral, le phosphore sous forme d'esters, le phosphore lipidique et, aussi le phosphore résiduel dépendent de la vitesse de croissance: ils suivent le déveloopement pondéral du mycélium.
Le phosphore nucléique, seul, est indépendant de la vitesse de croissance. Lorsque le mycélium subit un retard dans son édification cette forme de phosphore s’accumule.
CONCLUSIONS GENERALES
LE ROLE DU PHOSPHORE ET DE SES PRINCIPALES FORMES BIOCHIMIQUES AU COURS DE LA CROISSANCE
Nous avons pu séparer tout au long de la croissance et suivant des modalités culturales variées les principales formes de phosphore dans le milieu nutritif et dans le mycélium. Nous avons pu établir des bilans de phosphore, pour chaque culture, avec des erreurs relativement peu importantes. Enfin notre procédé de culture en série nous a apporté la certitude que la croissance se déroulait normalement et qu’à n'importe quel moment donné le développement était au même stade dans les différents récipients.
A — Le Phosphore du milieu nutritif —
Le phosphore minéral, offert sous forme d’orthophosphate, est indispensable pour l’utilisation du glucose et l'édification du mycélium comme l'avaient déià montré VORBRODT [821], SCHNUECKE [67], MICHEL-DURAND [51], CREPIN [171], MANN [461]. Il est en étroite relation avec les processus de dégradation de la molécule glucidique, et une quantité bien déterminée est nécessaire pour aue cette dégradation se fasse normalement, comme l'avait pressenti MOLLIARD [53]. Mais nous avons constaté aue l’utilisation du mhosphate est conditionnée par la présence de l'azote dans le milieu, elle est en outre quantitativement proportionnelle à la vitesse de croissance. Le phosphore minéral est donc indispensable au microorganisme, au même titre que l'azote, il règle conjointement avec ce dernier les processus de catabolisme et d'anabolisme de la période de croissance.
Durant cette période de croissance, que ce soit sur milieu normal ou sur milieux déséquilibrés, il n'apparaît à aucun moment une quantité appréciable de phosphore organique dans le milieu. L'organisme ne rejette pas de phosphore sous forme d'esters, ce aui confirme les résultats obtenus par MICHEL- DURAND [54] et par MANN [46] sur les moisissures, et par ELION [24] sur la levure.
Le phosphore minéral est utilisé tel auel par l'organisme, sous forme d'orthophosphate, et en aucun moment il n'existe dans le milieu d’esterification avec les acides provenant de la dégradation des glucides. C’est donc avant tout le mycélium qui règle ces phénomènes de dégradation.
B — Le Phosphore dans le mycélium —
Comme l'écrit JACQUOT «le mycélium constitue l'actif des bilans biochimiques ou énergétiques» [30], c’est donc dans l'étude du comportement de chacune des formes de phosphore qu'il contient que nous pourrons définir vlus clairement encore le rôle de cet élément dans la vie du microorganisme.
1) — Phosphore minéral — Il constitue un élément cellulaire indispensable en cas de pénurie de phosphate dans le milieu, mais il est absolument indépendant de la variation du rapport carbone /azote. Il dérend étroitement, par contre, de la vitesse de croissance. Il n'intervient pas dans les phénomènes énergétiques, c'est un élément plastique: constituant protoplasmique à caractère de substance de réserve phosphorée minérale.
2) — Phosphore sous îorme d’esters — Il intervient dans l'édification du mycélium, c’est une substance intermédiaire dans la croissance. Son évolution dépend de la concentration en phosphate dans le milieu, de la variation du ravvort carbone / azote et de la vitesse de croissance (le taux est proportionnel à cette vitesse). Lorsque l'aliment azoté est épuisé dans le milieu, une partie du phosphore sous forme d'’esters (nucléotides vraisemblablement) peut suppléer à ce manque d'azote.
En définitive le phosphore sous forme d'esters est sous la dépendance des trois constituants fondamentaux du milieu: carbone, azote et phosphore. C'est l'intermédiaire normal des réactions de catabolisme (rôle énergétique nécessaire au maintien de la vie cellulaire) et d’anabolisme (mise en réserve d'énergie chimique potentielle et édification des membranes cellulaires).
Son évolution est contrôlée par l’ensemble du système phosphatasique.
3) — Phosphore lipidique — C'est un constituant fondamental du protoplasme. Son évolution et son taux ne dépendent pas de la concentration en phosphore dans le milieu, mais ils dépendent étroitement du rapport carbone / azote. Le phosphore lipidique est sous la dépendance de la concentration en azote à l’intérieur des tissus [60], ce n’est pas un aliment azoté, l'organisme doit au contraire le maintenir dans son intégrité. C'est donc bien le rôle d’élément cellulaire à caractère constant qu'on est en droit de lui attribuer [70], [60].
À l'intérieur du cytoplasme il doit être lié à des protéines en une association plus ou moins voisine de la «cénapse» de MACHEBOEUF [43]. Les études récentes de JEENER et BRACHET sur la levure démontrent aue le phosphore lipidique participe à la constitution des granules cytovlasmiques submicroscopiques à côté des ribonucléoprotéines et de ferments respiratoires importants comme la cytochromoxydase et la succinodéshydrase [32].
4) — Phosphore nucléique — Grâce à notre technique nous sommes parvenu à suivre l’évolution du phosphore des deux acides nucléiques durant toute la croissance. Les expériences réalisées sur milieux déséquilibrés, notamment, ont vermis de démontrer qu'il intervient comme substance de réserve, utilisable soit comme aliment énergétique soit comme aliment azoté.
Mais son indépendance totale par rapport à la vitesse de croissance, démontrée par les cultures sur milieux *enfermant des aliments azotés variés ou certains corps toxiques, lui confère un rôle beaucoup plus complexe. Il y a quelques années BONNET et ses collaborateurs montrèrent qu’en ralentissant la vitesse de croissance de divers Aspergillus, au moyen de facteurs variés (source d'azote variable, pH, corps toxiques, etc.), on provoquait une augmentation importante de l’activité des principales glucidases [7], [81]. Cet auteur émettait l'hypothèse suivant laquelle ce ralentissement provoquait l'accumulation d'une protéine devant servir de précurseur dans la synthèse des enzymes des microorganismes considérés. Or si l'on rapproche ces vues de nos résultats concernant le comportement du phosphore nucléique, on constate que le ralentissement qui provoque une augmentation dans l'activité des princinales glucidases provoque également une accumulation du phosphore nucléique dans le mycélium. Doit-on considérer que les nucléoprotéines interviennent dans la synthèse des enzymes du microorganisme? Les hypothèses de SPIEGELMAN font EPSON le rôle prépondérant que doivent jouer les nucléoprotéines dans
ces processus de synthèse enzymatique [69] et nous croyons qu'il doit exister un rapport entre la quantité de phosphore nucléique présente dans les tissus et la capacité de l'organisme à synthétiser ses enzymes.
Ainsi le phosphore nucléique doit jouer, dans le mycélium, un triple rôle: c'est une substance de réserve soit énergétique soit azotée, et c’est une substance qui intervient vraisemblablement dans les processus de synthèse des bio-catalyseurs cellulaires.
5) — Phosphore résiduel — L'ensemble de nos résultats nous incite à considérer cette forme de phosphore comme jouant vraisemblablement le rôle de substance de réserve. Les polymétaphosphates acido-insolubles qui doivent la constituer, partiellement, ont été analysés tout récemment du point de vue physiologique, et WIAME, en particulier, leur attribue ce rêle de réserve phosphorée minérale [84]. SPIEGELMAN et son école leur confèrent un rôle tout aussi important que celui des acides nucléiques dans la synthèse des protéines.
C — Le rapport entre le phosphore et l’azote —
L'opinion de RAULIN, bien qu'’ancienne, considérant l’analogie frappante qui existe entre l’action physiologique des composés du phosphore et des composés de l'azote [58], prend toute sa valeur dans nos résultats. SCHNUECKE, lui aussi, avait noté cette analogie [67]. Il semble donc qu'un équilibre défini existe entre ces deux métalloides pour qu’une utilisation rationnelle de la source énergétique puisse s’accomplir. Dans le but de montrer cette relation durant la croissance nous avons recueilli dans nos différentes expériences des mycéliums que nous avons désséchés à l’étuve à + 70° C., que nous avons pesés et sur lesquels nous avons déterminé le phosphore total et l'azote total. Ce sont des mycéliums récoltés au même stade de la croissance: ils sont jeunes et non sporulés. Les résultats obtenus sont réunis dans le tableau X.
Précisons que les prélèvements ont eu lieu à 47—48 heures, sauf pour l'expérience en présence de sulfite acide de sodium où il a eu lieu à 70 heures.
Nous donnons également le pourcentage en phosphore nucléique des mycéliums prélevés dans les mêmes cultures, au même stade de développement.
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Sur milieu hyper-phosphoré le rendement matériel est identique à celui sur milieu normal, et sur milieu hypo-phosphoré il est légèrement inférieur, il en est de même du taux d’azote. Par contre sur milieu hyper-phosphoré le pourcentage en phosphore est plus élevé par suite de la mise en réserve du phosphore minéral: le rapport N/P baisse. Mais sur milieu hypo-phosphoré le rapport est superposable à celui sur milieu normal montrant l'équilibre existant entre ‘la dose de phosphore assimilée et l'azote nécessaire à cette assimilation. L'organisme est capable d'effectuer des réserves de phosphore minéral qu'il peut ensuite utiliser quand les ions phosphates manquent dans le milieu, en ne troublant pas son métabolisme et en assimilant la même quantité d'azote: les processus de croissance sont ralentis mais le développement physiologique est normal.
Sur milieu hyper-glucosé le fort rendement matériel est corrélatif d’une diminution du taux d'azote [74], mais le taux de phosphore est supérieur, nous savons que dans ces conditions le rendement énergétique est fortement diminué par suite d’une lipogénèse accrue [71]. Le rapport N/P diminue, les processus de croissance sont perturbés. Sur milieu hypo-azoté mêmes résultats en ce qui concerne les pourcentages de chacun des deux métalloïdes: leur rapport diminue d’où perturbation dans la croissance.
Sur milieu hyper-azoté le rendement matériel a une valeur normale [73], de même que le pourcentage en azote [74], ce qui confirme l'impossibilité qu'a ‘la Mucédinée de constituer des réserves en cet élément. Le pourcentage en phosphore est plus élevé que sur milieu normal [67] d’où une légère diminution du rapport N/P.
Sur milieu au KNO, on a une baisse du rendement matériel [73], le pourcentage en azote n’est pas modifié [74], mais celui en phosphore est nettement plus élevé d’où une forte diminution du rapport N/P. Sur milieu à l’urée les résultats sont sensiblement les mêmes que ceux sur nitrate mais le rapport N/P subit une diminution moins accusée confirmant la supériorité de la valeur alimentaire de l'azote uréique sur celle de l’azote des nitrates. Enfin sur milieux au dichromate et au sulfite acide on note une baisse du rendement matériel [87] accompagnée d’une hausse légère du pourcentage en azote ainsi au’une forte hausse de celui en phosphore: le rapport N/P diminue considérablement, nous savons que dans ce cas les processus de croissance sont anormaux. à
En définitive, l'examen d'ensemble des résultats contenus dans ce tableau démontre que toute modification dans le rapport carbone/azote, ou dans la nature de l'aliment azoté, ou dans le potentiel d'oxydo-réduction se traduit, dans le mycélium, par une variation du rapport N total / P total corrélative d’un trouble dans la marche normale des processus de croissance.
Mais il y a plus, en mettant à part les conditions culturales comportant un déséquilibre en phosphore, on constate que les perturbations apportées dans les processus de croissance se traduisent par une hausse considérable du taux du phosphore nucléique; hausse d'autant plus considérable que le rendement matériel est plus défavorable. Alors que sur milieu normal le pourcentage en phosphore nucléique revrésente le tiers environ de celui du phosphore total, sur milieu au dichromate et au sulfite acide il en représente environ la moitié. Le phosphore nucléique s’accumule donc dans les tissus du champignon quand ce dernier voit sa croissance retardée.
EN RESUME, Sterigmatocystis nigra a besoin de phosphore minéral pour l’utilisation de la source énergétique carbonée, mais pour que cette utilisation s’accomplisse harmonieusement il est absolument indispensable qu'un équilibre constant existe entre l'azote et le phosphore à l'intérieur des tissus.
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