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* BTUDE CRITIQUE

DE QUELQUES TRAVAUX RECENTS

LA BIOPHOTOGENESE

PAR

M. RAPHAEL DUBOIS

Dans un récent mémoire (1), j'ai montré que les critiques
formulées par I'anatomiste Forster au sujet de la structure des
organes photogénes et des élémenls qui les- constituent chez
Pholas daclylus, dont j'ai jadis donné la descriplion, non seu-
lement n’élaient pas fondées, mais que cet auleur avait 3 tort
considéré comme des éléments glandulaires fixes les cellules
migratrices renfermant des granulations de luciférine, que
I'on rencontre également chez d’autres animaux marins, et
qui ont été décrites aussi comme des glandes unicellulaires et
ligurées par Riechensperger et Trojan, particulierement chez
certains Uehinodermes (Ophiacantha et Ophiopsila) (1). En
outre, Forster a mdéconnu les connexions entre les cellules
glandulaires fixes des organes lumineux el le systéme nerveux,
¢lablies par Fintermédiaire de segmenls contractiles suscepli-
bles de provoquer en se conlractant la séerélion glandulaire.
Glest par Ta découverle de ces connexions que j'ai pu expliquer
le mécanisme intime de la séerétion photogéne chez Pholas
dactylus, et que j'ai été amené a conclure de nombreuses
observations et expériences faites, non seulement sur les
animaux lumineux, mais encore chez beaucoup d’autres orga-
nismes végétaux et animaux que le phénoméne de la sécrétion,
soit interne, soit externe, est, d’'une maniére générale, lié & la

(r) V. note additionnelle, p. 46 ct 4. ‘ N ] '
Soc. LinNN., 1. LXIV, 1917 : o S 8
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contraclilité et que c’est par son intermédiaire que le systéme
nerveux intervient dans laccomplissement de la fonction
sécrétoire chez les métazoaires (1).

Plus heureux que Férster, Trojan ainsi que Dahlgreen onl
montré que de telles connexions existent bien réellement pour
les éléments glandulaires phologénes du Phyllirohé bucephale,
qui est, comme la Pholade dactyle, un mollusque photogéne a
séerétion externe (»). Ce dernier fait est neftement établi dans
V'un des mémoires de Dahlgreen (3) (p. 34 cl fig. 9).

Dans un précédenl mémoire, Dahlgreen s'est occupé aussi
des Photobactéries. Il fail remarquer que le microscope ne per-
met pas de fixer le siége de la luminosité de ces microbes lumi-
neux, en raison de leur pelitesse. « I e est résulté, dit-il, des
hypothéses contradictoires relalivemenl & ce sidge. Cerlains
auteurs ont dit que la phologénése se confond avee le fonction-
‘nement général de la Photobactérie, of plus particulierenent
avec la respiration de son bioprotéon constituant. D’aulres ont
avancé que la réaction photogéne a licu dans Uintéricur de la
Bactérie ; ils ont méme fixé le siege de cetle réaction. Enfin,
on a soutenu également que la réaction avail licu dans le milicu
liquide ou gélatineux, ot se multiplicnt les Photobacléries,
entre des substances préparées, puis séerdtées, par ces dernicres,
ou méme simplement par leur action sur des corps plus ou
moins modifiés par la putréfaction, ou aulrement, et apparte-
nant exclusivement au milieu ambiant (Poissons phosphores-
cents aprés leur morl seulement).

Tout cela est exact, mais Ulric Dahlgreen a eu le tort de
'dire que j’avais soutenu que la »roduction de la lumiére avait
lieu en dehors de la Photobactéric. En effet, dés 1898, javais
établi que la lumiére des Photobactéries est le résultat d'unc
réaction intraplastidaire (4), et ¢’est encore celle opinion que
j’ai exprimée derni¢rement (5 ¢f 6). Dahlgreen, d’ailleurs,
parait ignorer la plupart de mes derniéres publications, no-
tamment mon livre : la Vie et la Lumiére, paru en 1914 (5).
Il en résulte qu'il attribue & d’autres expérimentaleurs des faits
que j'ai mis depuis longtemps en évidence, comme I’action de

(1) V. Raphaél Dusois, Du rdle de la contractilité dans les sécrétions glan-
dulaires (Ann. de la Soc. Linnéenne de Lyon, 1917). ..
(2) V. note additionnelle, p. 46. '
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la filtration et de la centrifugation sur la luminosité des cultures
liquides de Photobactéries, ma lampe vivante, antérieure & celle
de Molich, etc. : c’est ainsi qu’il dit ([3] p. 12) qu’a Berlin on
a éclairé de grands bacs avec des microbes lumineux et que
cela permettait de lire et de faire des démonstrations pendant
un temps considérable. Cetlte opération n’est que la copie de
celle que j'ai faite au Palais de I'Optique & U'Exposition interna-
tionale de 1goo, o0, pendant plusicurs mois, une grande salle
a été éclairée par ce moyen.

in revanche, il m’impute des erreurs dont je suis innocent.

L’auteur ne parail pas étre un expérimentateur, mais plutot
un morphologisle ; aussi son travail, en ce qui concerne la
physiologie, n’esl-il qu’une compilation. Mais il est regrettable
qu’il renferme de graves erreurs bibliographiques, parce qu’en
raison de la natire des illustrations qu’il renferme, il parait
destiné surtoul a la vulgarisation, el u’il est loujours ficheux
de vépandre dans le grand public des renseignements inexacts.
Il est orné de trés belles ligures.

On y trouve, entre autres, une inléressanle reproduction de
préparations de Photobactéries vues & un fort grossissement (3,
fig. b, p. 24, fasc. 1915-16), due & miss E. Grace White, mon-
rant la structure interne de ces micro-organismes, qui présen-
tent & leur centre une véritable vacuole. Celic particularité les
rapproche de ces organites élémentaires du bioprotéon, aux-
quelles j'avais donné aulrefois, pour cetie raison, le nom de
« vacuolides » ¢t que I'on appelle aujourd’hui « mitochon-
dries », expression facheuse & tous les points de vue. C’est dans
les organes lumineux que j’ai aper¢u pour la premitre fois
les vacuolides, ei je les ai, dés le début de ma découverte, en
raison méme de leur sbructure vacuolaire, assimilés aux leucites.
Cette opinion, rééditée par mon éléeve Guilliermond, de Lyon, Vi
est admise aujourd’hui d’unc manitre générale, mais il est
regrettable que ce dernier ait oublié de faire mention de ce

N

que j'ai écrit et enseigné A ce sujet, il y a bien des années
&, p. 73 et 75) (1). ‘

(1) Remarque. — En raison de 1’analogie fonctionnelle et de 1’homologie
morphologique des vacuolides de Dubois ef des mitochondries de Benda,
et de l'assimilation que j'ai établie de ces éléments ultimes de la substance
vivante ou bioprotéon, avec les leucites, il serait, 3 mon sens, préférable de
leur donner le nom de microleucites. Quoi qu’il en soit, les Photobactéries
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Suivant Dahlgreen, quelques observateurs ont pu voir, aprés
fixation et coloration, que la ségrégation de la luciférine s’ob-
serve dans l'intérieur du corps de la Pholobactérie. Les vacuoles
ont été observées par l'auteur, aussi bien que par d’autres.
Elles semblent exister dans les cultures aclivement luminecuses,
et ¢tre absentes dans les colonies qui ne donnent pas de lumiére
pour un temps, mais sont néanmoins saines el en condition
d’active multiplication. Il en conclut que c’est une matiére
sécrétée intérieurement par 'organisme bactérien, qui peul élre
brtilée en présence de l'oxygtne et dégager ainsi une réserve
d’énergie donnant ¢S & g9 % (1) de lumidre.

Cette opinion lui parait renforeée par les recherches expéri-
mentales de Newton Harvey, dont il sera bienldt question.,

Mais, avant d’y arriver, je dois insister sur la ressemblance
existant entre les vacuolides de la séerélion phologéne el les
Photobactéries. En cffel, on a pensé parfois que les organismes
peuvent étre photogénes normalement par une symbiose baclé-
rienne héréditaire.

Piérantoni (20), & la suite de ses recherches sur la symbiose
héréditaire chez les Coceidies, a ¢ conduit & I'hypothese que
la sécrétion colorée de cerlaines espéces de cetle famille et le
phénomeéne de la luminosité de beaucoup d'Inscctes, peut étre
attribuée & une symbiose spéciale de ces animaux avee des orga-
nismes respeclivement chromogénes ou photogénes. Ainsi, Por-
gane larvaire du Lampyre serail, par sa position el sa siructure,
identique & l'organe symbiotique d’dphrophora. 11 a vu dans
les organes photogénes du Lampyre deux sorltes de corpuscules :
des sphéro-cristaux el des granalations arrondies ; il en (rouve
méme de forme allongée, en bilonnels : « Les divisions, dit-il,
qui se rencontrent dans cerlains corpuscules font méme penser
aux Bactéries blastomycéles a I'état de symbionle, cl conduisent
A la certitude que ces granulations sont des MICro-organismes
symbiotiques appartenant au groupe des phologénes. » A pro-
pos des granulations sphéro-cristallines, Piéranloni cile Kol-

offrent, sous ce rapport, une ressemblance trés grande avec les vacuolides,
‘qui constituent précisément les granulations phologénes au moment de la
fonte glandulaire des cellules photogénes.

(1) Cette édaluation parait avoir été établie, d'aprés les résultals de mes
" recherches photoméiriqués, qui sont les plus anciennes, et dont Very el Lan-
gley n’oni foit que vérifier 'exactitude.
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liker et Bongardt, mais il ne sait pas que j’ai depuis bien long-
temps démontré qu’il n’y a qu'une sorte de glande photogéne
dans le Lampyre comme dans le Pyrophore, et que ce qui a
pu faire croire & 'existence de deux sortes d’éléments glandu-
laires, c’est qu’il y a, comme dans lous les organes sécréteurs,
des éléments en voie de désagrégaion et d’auires qui ne sont
pas encore arrivés a cet étal.

Les sphéro-cristaux et les granulations arrondies sont de
méme origine el de méme espéce : ce sont des vacuolides de
luciférine, seulement elles sont arrivées a des degrés différents
d’évolution. J’ai montré trés neltement cetle derniére dans mon
ouvrage sur les Elatérides (22) des 1886, et depuis dans d’autres
publications ([4], p. 450 el 451 el lig. 192 et 1g3, et [8], p. 57),
Il est surprenant que Bongardt ait, longlemps aprés mes
recherches sur les Pyrophores, ressuscilé I'hypothése des deux
éléments glandulaives distincts dans les organes photogénes
des TInsccles. lLes granulations sphéro-cristallines sont des
vacuolides mortes, dans lesquelles la luciférine colloidale a été
transformée en cristalloides.

D’autre part, la présence de bdlonnets, surtout en voie de
division, fait penser, en effet, & des micro-organismes. En tous
cas, je puis affinmer qu’ils ne sont pas phologeénes, car j’ai mul-
liplié les essais de culture avee la pulpe des organes lumineux
du Lampyre sur les milieux les plus divers, propres a la culture
des Photobactéries, sans jamais avoir obtenu une seule colonie
lumineuse. Ce semble bien élre aussi le cas des colonies obte-
nues par le méme moven par Piérantoni (21) : les micro--orga-
nismes qui les forment n'ont pas les caracléres morphologiques
des Photobacléries el ne sont pas phologtnes, ce que 'auteur
n'elit pas manqué de dire dans le cas contraire. On rencontre
des micro-organismes dans les parties les plus intimes des In-
scctes, parce que celles-ci sonl en rapport avec l'extérieur par
les stigmates et par les trachées, qui leur font suite, et vont se
ramifier & 'infini dans tous les organes. Il n’y a méme rien de
trés extraordinaire i ce qu’ils pénétrent cnsuite, méme dans
I'cenf, oli, parait-il, d’aprés Piérantoni, on peut les observer.

A Tappui de la these qu'il a soutenue dans sa premiére note,
Piérantoni dit (p. 4 [20]) : « Ma, perquanlo riguarde qu’est
ultima questione, trovo gia nella litteratura observationi-molto
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importanti che vengano in appoggio della mia affirmazione »,
‘et cette affirmation est trés nette : « Tutti questi dati, insienne
con quelli morfologia, di forme cioé di divisione che si ricon-
stramo nei corpusculi et che fanno pensare ad una multiplica-
zione simile a questo dei balterii et dei plastomiceli allo stafo
di simbionti di cui mi sono occupato in precedenti lavori, per-
metto di conclure con ogni probabilite di atlersersi al vero,
" che i genatori della luce no, siano altro che microorganismi
simbiosici apparenenti al gruppo dei fologeni.
Je n’ai donc pas mal inferprété la pensée de I'auteur, comme
il est dit dans son second travail & propos de la remarque que
j’avais publiée dans mon ouvrage de la Vie et la Lumiére
(p- 81) : c'est l'opinion de M. Pidrantoni qui s’est modifiée,
mais la mienne n’a pas varié. Il esl vrai que je ne puis pas
faire a M. Piérantoni un gros grief d’avoir émis I’hypothése
d’'une symbiose, puisqu’elle m’était venue a Uesprit également
lorsque je découvris des Bactéries phologénes dans le mucus
lumineux de la Pholade daclyle. Mais je ne tardai pas & recon-
naitre qu’il ne s’agissait pas d’une symbiose phologéne, mais
seulement de ce que les Photobactéries se rencontrent & la sur-
face de presque tous les animaux marins, ol clles ne brillent,
‘d’ailleurs, qu’aprés la morl de ces organismes.
Le fait de la continuilé de la lumicre depuis la formation
- de Peeuf du Lampyre et du Pyrophore jusqu’a 'éclosion de la
larve, sa persistance, méme chez les ceufs non fécondés, que
j’al mises en évidence, ne sauraient non plus étre invoqués en
faveur de la symbiose photogene, les ceufs ne m’ayant jamais
fourni de cultures luminecuses. Quant & inoculation expéri-
mentale possible de Photobactéries lumineuses, que jai prati-
quée, le premier, en 188q, el qui a élé répétée depuis par divers
expérimenlateurs, clle ne saurail &re considérée comme la
cause d’'une symbiose, mais bien d’unc simple contagion para-
sitaire de nature pathologique et d’ordinaire mortelle, méme
quand elle se produit spontanément, comme dans le cas des
Cousins (Chironimus) ou des Talithres, des Crevettes, etc.
J’ai le regret également de ne pouvoir souscrire 3 la conclu-
sion suivante du second travail ([21], p. 87) de Piérantoni :
« A me sembrae che il concorso dei microorganismi al feno-
meni luminosi non turbi in alcu modo le teorie et le scorperte
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del Dubois sulla produzione della luce, essendo anzi verosimile
che i microorganismi concorrano alla elaborazione delle due
sostanze « al cui conflillo » secondo il Dubois, sarebbero do-
vuti, fenomeni luminosi. »

Cette conclusion mitigée a le grand inconvénient de compli-
quer une question trés simple el de rouvrir un débat que je
crois avoir clos par des expériences et des démonstrations irré-
fulables. Chez les animaux photogeénes, la luciférine est un
produit de séerétion el la luciférase n'est pas le résullat d’unc
fabrication microbienne : or, le conflit de ces deux substances,
en présence de air et de l'eau, esl nécessaire et suffisant pour
produire la lumiére in vitro, en l'absence de toute cellule de
micro-organisme ou aulre.

Meis la thése reprise par Piérantoni n’en présente pas moins
un certain intérél, ainsi que mes hésitations d’autrefois a pro-
pos d’'une symbiose photogeéne possible.

Tout cela monfre combien on peul avoir de tendance A
rapprocher, ou méme & confondre, les vacuolides, ot se forme
la luciférine (grains dc ségrégation, microzomes, mitochon-
dries, microleucites), avec des Photobactéries, lesquelles pré-
sentenl aussi une vacuole centrale, ot se forme la luciférine.
Et Pon songe involontairement & cclte hypotheése de Béchamp
et d’Altmann, qui croyaient que les microbes n’étaient aulre
chose que ces ultimes éléments, qu’ils avaient vus dans les cel-
tules, el qu’ils avaient dénommés « microzyma » el « micro-
sontes », landis que je les appelais « vacuolides », et donl
Benda fit depuis les « mitochondries ». Ces corpuscules élé-
mentaires élant des microleucites, comme je enscignais dés
1808 ([4], p. 73 et 70), voire méme avanl, el comme 'a réédité
récemment mon éléve, M. Guilliermond, de Lyon (je le vépeéle
A dessein), on pouvail, en effet, supposer que, jouissanl de la
propriété de se multiplier, ils pouvaienl devenir des microbes
aprés la désagrégation néerobiotique des cellules et acquérir
unc existence indépendante apreés la dissolution de la société
coopérative cellulaire.

Dépassant I'hypotheése de Béchamp et d’Altmann, je me suis
demandé un instant si les Photobactéries n’étaient pas suscep-
tibles de s’associer de nouveau pour reconstituer des cellules
photogénes, cellules dont elles seraient elles-mémes issues pri-
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mitivement par une désagrégation granulaire, comme celle que
I'on observe dans tous les éléments glandulaires des organes
photogénes.

Cette hypothése était d’autant plus spécieuse que j'avais
obtenu, en ensemencant profondément dans un bouillon de
gélatine peptone additionnée de lécythine, des cultures d'une
naturc extrémement curicuse, que j’ai déerites el ligurées dans
mes Lecons de physiologie générale el comparde ([&], p. Dol
et hog et fig. 220 el 221).

Le savant professeur de botanique Geddes, de Dundee, au-
quel je montrais un jour mes préparations, dont je ne lui avais
pas révélé la naturc, me dil : « Mais cela parail éire un tissu
parenchymateux végétal. » Avec un faible grossissement, on
voyait, en effet, de grosses cellules serrées les unes contre les
auires et déformées par leur pression réciproque : il y en avail
plusieurs rangs superposés el garnissant les bords du sillon
d’inoculation, au-dessus desquelles elles formaient un bourrve-
let. Les plus profondes, ¢’est-d-dire les plus jeunes, étaient aussi
les plus petites, ce qui prouvait quelles étaienl susceptibles
d’accroissement, donc de nulrition. Mais, chose plus curieuse
encore, les plus extéricures, les plus dgées avaient pris laspect
blanc mat de la couche crétocée, oli se rencontrent les granu-
lations sphéro-cristailines dans les organes JTumineux des Lan-
pyres, tandis que les plus profondes élaient seulement finement
granuleuses comme les cellules de la couche parenchymateuse.

Dans ces temps derniers, j'ai repris ces expériences en les
variant. J’ai employé non seulement le bouillon gélatine
peptone salé & 3 9, et contenan: de la léeythine, mais aussi
d’autres bouillons solides renfermant du nucléinate de soude,
de la nucléine, de I'extrait de levure de biére, ele. Au lien d’un
sillon profond, j’ai enfoncé le fil de platine a4 inoculation
enduit de Photobacterium sarcophilum Dubois perpendiculai-
rement & la surface, de facon & faire une piqiive de 5 & 10 mil-
limétres de profondeur. Autour du point de pénétration du fil
s’est développée rapidement une colonie 4 bords festonnés, qui
n’a pas tardé a recouvrir complétement le point de pénétration,
de telle sorte que les Photobactéries entrainées par le fil de
platine dans la profondeur du bouillon gélatinenx se trouvaient
complétement séparées de l'air extérieur. ‘
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Malgré cela, elles ont donné tout le long du trajet creusé
par la pénétration du fil des colonies extrémement curieuses
el lumineuses, bien qu’elles fussent dans des conditions d’exis-
tence anaérobie.

Ces colonies étaient représentées par des agglomérations
arrondies, isolées, mais groupées en séries linéaires, se dévelop-
panl perpendiculairement & 'axe du trajel inoculé. Elles affec-
taient la forme de grosses cellules granuleuses visibles & la
loupe, comme celles qui onl élé figurées dans mes lecons de
phvsiologic générale (loc. cit.), mais non déformées par pres-
sion ¢l développées & I'abri de air. Au bout de quelques jours,
je vis ees pgendoeellules primitivement transparentes et granu-
leuses devenir opaques de plus en plus quand on les observait
par transparence. Yues par réflexion, elles prenaient l'aspect
eraveux des cellules de la couche eraveuse des organes lumi-
neux des Insectes. Dans cetle zone se renconiraient également
de nombrenx petits cristaux. Les coupes ont montré que toule
la pscudocellule wétail pas devenue « erayeuse », mais seule-
ment la partie externe, laquelle coiffait comme d’une calotte
hémisphérique le reste de la psendocellule reslé iransparent
el granuleux. Ces granulations se présentent comme de trés
pelits microcoques encapsulés chacun dans une substance claire
non colorable comme eux par le bleu polychrome. Les Bacté-
ries primilives, qui onf engendré ces pseudocellules, n’y sont
plus représentées que par ces microcoques beaucoup plus pelits
quelles. Au bout de quelques semaines, ces colonies se sont
éteintes. On a ici un exemple de polymorphisme accompagnant
un éat de « polybic ». Ces psendocellules se disposent d'une
maniére {rés particuliere dans Tes bonillons renfermant de 'ex-
trait de levure de biére. De chaque edté du trajet d’inoculation,
clles forment des festons aplatis, qui donnent & P'ensemble un
aspect foliacé. Tl est probable qu’en varianl la composition des
milieux, on obtiendrait encore d’autres aspects, et c’est ce que
je me propose de rechercher. Ces pseudocellules, formant des
pscudotissus, des pseudorganes foliacés, ne renferment aucun
novau, aucunc structure interne rappelant celle des cellules
vraies : elles sont dépourvues de membrane d’enveloppe. Dans
certains cas, on remarque sculement une condensation plus
grande des miero-organismes vers le centre. Dans mes Lecons
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de physiologie générale et comparée, je les ai considérées
comme des zooglées. Mais, en vérité, on dirait qu’il y a la
comme un effort d’évolution vers 'organisation cellulaire, et, je
le répete, involontairement I’'on est entrainé & penser aux micro-
zymas de Béchamp et aux microsomes d’Altmann, ainsi qu’d
leur homologie et leur analogie supposées avee les micro-orga-
‘nismes proprement difs.

Enfin, j'ajouterai que jai vu mes vacuolides de la purpurase
(23) se grouper spontanément, dans un verre de montre conle-
nant un peu d’eau, cn files, en chapelels rappelant aussi bien
des chaines de Streptocoques que des [ilamenls de granula-
tions mitochondriales ou de grains de séerélion résultant de
la division d’'un chondriochonle.

Et c’est 'hypothése de la symbiose photogéne de Piérantoni,
qui n’est certainement pas exacte, qui m’a conduit & cette lon-
gue digression. Pour mon excuse, je ne puis que répéter cc
que j’ai dit a la fin de mon livre sur la Vie et la Lumiére :

« Ce n’est pas l'espoir de doter 'humanité d’'un nouveau pro-
cédé usuel d’éclairage qui m’a guidé ¢t soutenu dans mes
recherches ; c’est le désir de pénétrer plus avant dans la con-
naissance du secret de la Vie. Il m’avait semblé que de tloutes
les manifestations énergétiques des ¢lres vivanls @ mouvement,
chaleur, électricité, la production de la lumiére était celle qui
devait me conduire plus directement aux sources mémes de
ce qui fait la Vie. Mon attente n’a pas été trompdée, puisque
c’est & I'étude de la biophologénése que je dois la découverte
de la théorie vacuolidaire et la conception du protéon (v. 5
introduction et 23).

Des recherches moins spéculatives, moins théoriques, ayant
trait exclusivement au mécanisme intime de la production de
la lumiére par les organismes vivants, non pas au point de¢ vue
fonctionnel des organes photogénes, mais seulement des réac-
tions chimiques d’oll nait la lumiére, ont été entreprises par
Newton Harvey, qui a publié sur ce sujet divers mémoires
(7, 11, 14 15, 16, 17, 19, 24).

Les résultats des recherches de cet auteur sont importants,
quoique parfois contradictoires.

Dans un premier mémoire (7), nous trouvons les conclusions
suivantes : C o ' '
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1° La poudre obtenue par les culfures desséchées des Bacté-
ries lumineuses se comporte comme celle obtenue des Lampy-
rides. La lumiére des Bactéries, qui ont été desséchées rapide-
ment sous le chlorure de calcium dans le vide, brille avec
Toxygeéne et 'eau (oxygen-containing waler), mais non avec
I'oxygene sec (oxygen-free water). Le dessechement ne doit pas
tuer loutes les Bactéries, mais doil en tuer la plus grande par-
tie ; aussi, la phosphorescence ne doit-elle pas dépendre des cel-
lules vivantes ;

2° Les Bactéries desséchées et finalement broyées avec du
sable ne peuvent pas donner une bicn longue phosphorescence
aprés avoir été mouillées. Aucune des Bactéries broyées ne peut
cultiver. La phosphorescence dépend de l'intégrité de quelque
structure interne de la cellule ;

3° Les Bactéries desséchées traitées par 'éther ou par le
loluol peuvent encore briller, si on les mouille, et peuvent déve-
Jopper des colonies en milieu de culture convenable. En consé-
quence, ni I'éther, ni le toluol ne détruisent le photogéne. Les
Bactéries dans I'eau de mer aérée (oxygenated), a laquelle on a
ajouté de V'éther et du toluol, cessent de briller, probablement
a cause de P'oxydation rapide de la substance photogéne qui est
complétement usée quand la cellule baciérienne est cytolysée.
Dans 'eau de mer dépourvue d’oxygéne (oxygen-free sea wa-
{er), elles brillent seulement si on ajoute de 'oxygéne, et cela
méme aprés trente-quatre heures de contact avec l'eau sans
oxygeéne. Les Bactéries maintenues dans I'eau privée d’oxygene,
a laquelle on a ajouté de 'éther ou du toluol, ne peuvenl plus
briller si I'oxygtne est rendu aprés quinze minutes. Ainsi, cn
I"absence d’oxygéne, la substance phologénique est décompo-
sée, non par le toluol, mais cette destruclion est due probable-
nient 4 action d’'une enzyme. On sait, en effet, que le toluol
n'affecle pas 'action des enzymes (1).

4° Les Bactéries humides auquelles on ajoute de l'eau dis-
tillée aérée (oxygenated) cessent de briller probablement parce

(1) Remarque. — I’ai démontré, il y a longtemps déja, que non seule-
ment les liquides organiques neuires, comme les carbures d’hydrogéne,
n’altérent pas les zymases et ne s’opposent pas i leur activité; mais encore
que dans certains cas ils peuvent méme la provoquer la ol elle ne se mani-
festerait pas sans leur intervention. (V. Hypratation (fonction d’), in Grand
Dictionnaire de Physiologie de Ch. Richet, Alcan, Paris. '

Numérisation Société linnéenne de Lyon



16 ETUDE CRITIQUE DE QUELQUES TRAVAUX RECENTS

que le photogéne est rapidement oxydé et usé quand la cellule
bactéridienne est cytolysée.

Les Bactéries humides auxquelles I'eau distillée privée d’oxy-
géne est ajoutée ne peuvent pas briller, méme momentané-
ment, si I'oxygéne est rendu quinze minutes aprés. Ce résultat
doit étre attribué a I'instabilité du photogéne, lorsque la struc-
ture de la cellule est affectée par la cytolyse.

Les Bactéries desséchées placées dans l'eau de mer avec oxy-
geéne brillent un moment ; mais si les Bactéries desséchées res-
lent en contact avec P'eau de mer privée d’oxygeéne, aucunc
lumiére ne se montre quand on rend 'oxygénc. Ainsi, comme
dans les cas 3 et 4, le photogéne est décomposé. 1l esl donc
impossible d’extraire une substance phosphorescente des Bac-
téries avec des solvants aqueux dépourvus d’oxygéue.

6¢ Avec les dissolvants des graisses, on ne peut exiraire aucun
photogéne des Bactéries desséchées. Quelques-unes de ces Bac-
téries survivent et peuvent cultiver aprés ce traitement.

L’alcool bouillant, 'acétone froid et le bulyrate d’éthyle d¢-
truisent le pouvoir photogénique.

7° Les Bactéries desséchées ne perdent pas le pouvoir photo-
geéne apres vingt-quatre heures de contact avec I'aleool absolu
froid, mais les Bactéries humides (centrifugdées) lrailées par
cing volumes d’alcool absolu, el celles qui ont é1é desséchées
rapidement ne brillent pas si on les mouille.

Les enzymes concernant la photogénése sont done, en consé-
quence, ires différentes des oxydases ordinaires, lesquelles ne
sont pas détruites par P'alcool ou P'acétone. C'est la confirna-
tion de mes propres conclusions (26).

Harvey annonce qu’il a commencé des vecherelies sur les
enzymes oxydantes des Bactéries lumineuses el qu'il comple
en publicr bientdt les résullats.,

Il pense que la matiere photogéne est probablement de nature
protéique (p. 238), et la encore il confirme Uexactitude de mes
recherches.

Harvey dit aussi qu’il a conduit ses recherches en admellant
que la lumiére est produite par I'oxydation d’une substance
fluorescente (photogéne), en présence de l'eau de loxygéne
libre et de quelqu’enzyme oxydante. Mais il ne dit pas, 3 cette
occasion, que cette théorie est précisément celle & laquelle j'ai
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été conduit le premier par mes recherches sur la phologénese,
poursuivie pendant plus d’un quart de siécle. 11 attribue, & tort,
a Molish 'expérience que j'ai réalisée le premier, et qui consiste
a séparer, au moyen d’'un filtre de Chamberland, d'un bouil-
lon tenant en suspension des Bactéries lumineuses seulement
un liquide non lumineux stérile (v. 2, p. 506, et 3, p. 28). Cela
lient sans doute & ce que, dans son livre (6), Molish ne parle
guére de mes recherches que lorsqu’il croil pouvoir les pren-
dre en défaut, ce qu'il prouve qu’il ne les ignore pas (7).
11 les réédite parfois sans me citer ; par exemple, dans le cas
relaté plus haut, et aussi a propos de ma « lampe vivante »,
qu’il a purement et simplement réinventée (8), enire autres
choses relatives a4 la biophotogénése.

Dans le travail de Harvey, paru en 1915 (7), non seulement
il est attribué & Molish des recherches qui ne lui apparliennent
pas (9 el 10), mais encore j’ai été surpris d'y voir eiter, en outre,
le nom de Mc Dermotl, alors que le mien est passé compléte-
ment sous silence. Il est vrai que Harvey donne unc référence
([11], p. 397) dans laquelle je trouve cette phrase : « these results,
as well as the previous result of Mc Dermott (1911) and Dubois
(1912), using fresh watery material, show conclusively that the
photogenic substance is not a fat or fat-like body any Kind. »
La situation ne doil pas élre présentée de ceite facon, car le
lecteur non prévenu pourrait croire que je n’ai fail que con-
troler et vérifier les résultats obtenus par Mc Dermott, alors
que c’est tout le contraire qui est la vérité. Cela tient sans doule
& ce qu'a ce moment Iarvey ne connaissail encore que ma
communication au Congrés international de Chimie appliquée,
tenu 2 Washington, New-York, en septembre 1912, it encore
n'esl-ce pas k une explicalion suflisante, car dans cette note (12)
se trouvent les indications bibliographiques nécessaires pour
établir que si mes recherches m’ont conduit, particulierement
en ce qui concerne les Insectes lumineux (Pyrophores), & des
conclusions de méme ordre que celles de Mc Dermolt, elles
sont de beaucoup antérieures A ces derniéres et bien plus com-
plétes, puisque je ne me suis pas contenté de dire que le prin-
cipe photogéne n’est pas un corps gras ou un lipoide, mais
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que j'ai montré expérimentalement qu’il s’agit d’un corps pro-
téique (1).

Toutefois, je dois m’empresser d’ajouter que je ne veux en
aucune fagon mettre en doute la bonne foi de Harvey, car il
m’a, postérieurement 3 la publication de la note viséc plus
haut, écrit une letire pour me demander des renseignenients
complémentaires sur les résultatls de mes recherches.

Enfin, dans une seconde nole parue en 1916 (7), E. Newlon

Harvey rappelle mes recherches sur la Pholade dactyle et sur
le Pyrophore noctiluque, démontrant que la lumiére nait du
conflit de la luciférine et de la luciférase, en présense de 'oxy-
géne, qui oxyde la luciférine, et il dit & ce propos (p. 449)
« I have been able to verify the above for Pyrophorus and io
schow that the common American fire-flies contain luciferin
and luciferase also to demonsirate thal luciferine from one
genus of fire-fly (Puorinus) will act with luciferase front ano-
ther genus (PuoTuris) and VICE VERSA ; also that fire-fly (Lam-
PYRIDE) luciferase will act with Pyrophorus (EvaTErRIDE) luci-
ferine and vice vemrsa. Non-luminous parts of fire-fly contain
no luciferase, however, no do non-luminous insect or extracls
of earth-worms, slugs or pill bugs. »

«J'al pu vérifier ce qui précéde pour le Pyrophore ¢t démon-
trer que la Mouche lumineuse américaine commune conlicnt
la luciférine et la luciférase ; et aussi démontrer que la lucifé-
rine d’'une espéce de Mouche lumineuse (Photinus) peut agir
avec la luciférase d’un aulre genre (Photuris) et vice versa ;
aussi que la luciférase de Mouche lumineuse (Lampiride) peul
agir avec la luciférine du Pyrophore (Elateride) et vice versa.
Les parties non lumineuses des Mouches lumineuses ne con-
tiennent pas de luciférase, & quelque degré que ce soil, non
plus que les Insectes nan lumineux, ou les extraits de Ver de
terre, de Limaces ou de Scarabées. »

Il reconnait que I'oxygéne est essentiel pour la production de
la lumiére, mais qu'en son absence la luciférase est cependant

(1) Remarque. — Quoique cela me soit infiniment pénible, j’ai di bien
souvent faire des réclamations de priorité, particuliérement A propos de
publications américaines, comme celles de MM. Ives et W. Coblentz, de
Mc. Dermott, par exemple. Ceci ne veut pas dire que les indications biblio-
graphiques insuffisantes ou inexactes soient spécialement fréquentes aux
Etats-Unis, car, en ce qui me concerne, c¢’est plutét mon pays qui tient le
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capable de modifier la luciférine en quelque maniére. Il peut
¢tre démontré par introduction dans l'eau privée d’oxygéne
que la luciférine et la luciférase mélangées se maintiennent,
mais peu de temps, car si I'oxygéne est admis en cing minutes,
on obtient encore de la lumiére ; mais si I'on atiend une heure
avant d’introduire I'oxygeéne, la lumitre ne se produit pas. La
luciférine scule ou la luciférase seule sont stables plus de six
heures.

J'ai depuis longtemps (5, p. 132) démontré que 'on pouvait
¢viter ces altérations en mellant la luciférine seule, et la luci-
férase seule, ou méme les deux substances mélangées dans une
‘solution saturée de sucre; je n'ignorais donc pas les faits
signalés comme nouveaux par Harvey. Le sirop de sucre a la
propriété d’empécher la luciférine de s’oxyder lentement, et
sans lumiere, au contact de loxygéne de Pair, comme cela
arrive pour d’aulres produits trés oxydables. Il agit autrement
sur la luciférase, dans le mélange de luciférine et de luciférase :
chacun sait que les enzymes n’agissent pas sur les substances
qu’elles attaquent ordinairemenl, en présence des solutions
concentrées, exosmotiques, la luciférase se comporte ici encore
comie une enzyme et son action spéciale destruclive de la luci-
férase, qui peut, en effel, s’excrcer méme dans l'eau privée
d’oxygene, est également empéchée. Il n’y a la rien de nouveau.

Harvey dit encore (p. 450) : « Les Bactéries contiennent aussi
de la luciférine, mais cn trés petite quantilé, comme il appert
de leur faible inlensité lumineuse el aussi & cause de sa pro-
duction ininterrompue. « I have been wholly unable to demon-
strate it y a repelition of Dubois crcperiment, due in parl
I think to the facl thal in Bacleria the luciferase ist an endo-
enzyme wich cannot be extracled by the ordinary biochemical
methods. » « Jai pu complétement démontrer cela par la répé-
tition des expéricnces de Dubois, résultat dii, en partie, je
pense, & ce que la luciférase est un endoenzyme, qui ne peut
pas élre extrail par les méthodes ordinaires de la biochimie. »

« Si on emploie la luciférase de la Mouche lumineuse (Lu-.
ciole), on peut obtenir de la lumiére, dit Harvey, avec la luci-
férine bactérienne préparée de la maniére suivante : on

record, mais j'ai bien souvent pensé i ceile sentence, attribuée a Edison,
qu’il cst plus facile de faire une découverte que d’en conserver la propriété.

Soc. Linw., 1. Lxiv, 1917 9
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ajoute de l'alcool absolu au magma dense de bactéries, on
sépare 1’alcool par centrifugation, et on desséche rapidement
par évaporation dans lc vide. La poudre qui en résulte ne
donne pas de lumiére avec I'eau, mais donne une lumiére trés
faible avec une solution de luciférase de Luciole. Cette opéra-
tion, pratiquée avec 'acétone au lieu d’alcool, ne donne pas
de lumiére avee la luciférase de Luciole, non plus qu’avec les
Bactéries chauffées une demi-minute & deux minutes, & 1oo de-
grés centigrades. Pensant que la luciférine bactérienne, aussi
bien que la luciférase, peut ¢tre détruite au-dessous de 1oo de-
grés, j'ai employé des températures inférieures de go, So, 7o,
6o et bo degrés penndant deux minutes, mais, dans aucun cas,
la lumiére n’a été obtenue quand on ajoutait de la luciférase
de Luciole & ces Bactéries. Probablement, la provision de luci-
férine dans les Bacléries lumineuses est si petile, qu’elle est
briilée avant quc la température se soit élevée assez pour dé-
truire la luciférase. Dailleurs, laddition de I'alcool empéche
instantanément I'action de la luciférase. Pour obienir une pou-
dre bactérienne qui puisse donner la lumiére avec la luciférase
- de Luciole, il est nécessaire d’enlever Ualcool et de dessécher
aussi vite que possible ; autrement, la luciférine esl qussi dé-
truite... »

« La luciférine des Bactéries, comme celle de la Luciole, peul
&tre transformée ou digparaitre en restant en contactl avee 'ean
dépourvue d’oxygéne, comme je I’ai démontré. On peut objec-
ter, en passant, que les expériences avece la luciférine des Bae-
téries ont été faites avec unc é¢mulsion non filtrée de Bacléries,
el qu’il en est passé une petite quantité au travers du liltre.
Mais la luciférine de Luciole peut élre oblenue en filtral par-
faitement clair, libre de toute cellule ou débris de cellules.

Harvey n’a pu extraire la luciférase des Bactéries, mais
cela n’est pas surprenant, dit-il, car beaucoup d’enzymes sc
trouvent dans les Bactéries dans des conditions qui défient I'ex-
traction, excepté par le moyen de la presse de Biichner, et il
est difficile d’obtenir des Bactéries en assez grande quanlité
pour appliquer cette méthode. « Je considére comme certain,
ajoute-t-il, que des oxydases y sonl contenues et qu’'elles sont
¢ Uétat d’endoenzymes. » « I fell certain that the oxidases are

Numérisation Société linnéenne de Lyon



EY

RELATIFS A LA BIOPHOTOGENESE - 8{:

contained in these Bacteria in this endoenzyme condmon »
(P. 45.) ‘

Plusieurs auteurs cités par Harvey ont échoué dans leurs
tentatives d’extraction des endoenzymes des microbes, par
exemple de la tyrosine : « Here also the tyrosinase is apparenily
in an endoenzyme condition (macrozymases avec structure
spéciale : vacuolide, microleucites).

« Dlailleurs, s’il 1’est pas douteux que la luciférase soit une
oxydase, elle n’est pas semblable aux oxydases des sucs de plan-
tes : de Pommes de terre ou de Navet. La luciférine des Bactéries
ou des Lucioles ne donne pas de lumidre, avec le jus de Pomme
de terre ou de Navet, méme apres addition de H,0,. La luci-
férase de Luciole est aussi trés rapidement détruite par 'eau
chloroformée, alors que l'oxydase du jus de Navet peut &tre
indéfiniment préservée par le chloroforme. La luciférine de
Luciole n’est pas délruite par le chloroforme, mais une solu-
tion de luciférine gardée sous le chlorofornie perd son pouvoir
de phosphorescence dans le courant de dix a douze jours. Sous
beaucoup de rapports, la luciférine de la luciole est de beau-
coup la substance la plus stable.

Harvey a résumé ses recherches de la fagon suivante et ses
conclusions mériient d’étre reproduites textuellement (p. 452) :

1° Lattention est appelée sur la découverte de R. Dubois, en
1885-1886, de la présence d’une substance « thermostabile »,
oxvdable, la luciférine, et d'une thermolabile « enzyme-like
substance », la luciférase, dans les organes lumineux d’un
Mollusque : Pholas dactylus, et d’'un Coléoptére : Pyrophorus
noctilucus ;

2° De semblables substances se trouvent dans la Mouche
luminecuse américaine et peuvent &tre obtenues en solution
{iltrée au Lravers du papier ;

3° La luciférine de Photinus, Photuris, Pyrophore peut don-
ner de la lumiére avec la luciférase de 'un des trois genres,
et vice versa ;

4° Les parties non lumineuses des Mouches lumineuses, ou
extraits de quelqu’autre Insecte non lumineux, Limaces, Vers
de terre ou Scarabéde, ne donnent aucune lumiére avec la luci-
férine ;

5° La luciférine dans un état trés impur peut étre obtenue
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par précipitation des Bactéries lumineuses avee 1'alcool, el peut
donner de la lumiére avec la luciférase de Luciole ;

6° La luciférase ne peut pas éire extraite des Bactéries, parce
qu’elle y est probablement & I'état d’endoenzyme ;

7° Les oxydases du Gaiac, de «-naptol, de paraphényléne-
diamine, phénol, phénolphtaléine, pyrogallol ou de composés
indo-phénoliques, s’ils sont présenls, sonl aussi dans une con-
dition d’endoenzyme ;

8° En présence de 'oxygene, la luciférase décompose la luci-
férine avec production de lumiére ; en 'absence d’oxygeéne, la
luciférine est aussi décomposée, mais sans production de lu-
miere ;

9° La luciférase de la Luciole est rapidement détruite par
I’éther ou par le chloroforme, ce qui les différencie des oxy-
dases végétales. La luciférine de Luciole n’est pas rapidement
détruite par I’éther ou le chloroforme ;

1o° La luciférine des Bactéries ou des Lucioles ne donne pas
de lumiére avec les oxydases de la Pomme de terre, avec ou
sans addition de peroxyde d’hydrogéne (1).

En lisant le compte rendu du travail d’'Harvey du the Phar-
macy Journal et celui du Journ. Amer. Chem. Soc. parus en
1916, et en se rapporiant & ce qui a ¢1¢ dit plus haul, on voit
combien est incompléte el méme inexacte Pidée qu’il peuvent
en donner. Enfin, n’est-il pas piquanl de constater que mon

(1) Remarque. — Les éerits d'Harvey ont é1¢ altérés dans dautres comptes
rendus, en particulicr dans celui du Journal de Pharmacie et de Chimie
(p. 160, 1916) : Nalure de la subslance phologénique de la Mouche lumi-
neuse; par M. E.-N. Harvey. Il est veai que ce compte rendu est emprunté
au the Pharmac. Journal (du 10 juin 19106, p. By7). « Des recherches sur fa
biophologénése ont montré gune Llrois faclenrs au moins sonl ndcessaires
pour qu'il y ait production de hunitre : I’'cau, Poxygéne el une subslance
photogénique; il y a probablement un qualritme facteur, qui ne serait autre
qu'un ferment oxydant. On ne sait rien de précis sur ceble enzyme, au
moins dans le cas de la Mouche lumineuse, mais il & é¢ démoniré que la
substance photogénique n’cst ni une graissc, ni une substance se rappro-
chant des corps gras. L’auteur ddécrit ses cssais d’extraclion de la substance
photogénique. IlIs montrent que : le photogéne, I'enzyme, los « acliveurs »
de ’enzyme, ou touies ces trois substances, subissenl des modifications qui
ne sont pas des oxydations, lorsqu'elles restent en contact avec eau durant
un temps suffisant pour dissoudre la substance lumincuse. L'eau, 'oxygéne
et une substance photogénirue ne seraient pas les seuls facleurs de a lumi-
nescence. Les résultats oblenus montrent que le probleme de I’isolement et
de Videntification de la substance phologénique est extrémement délicat. »
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by

nom cst compléiement passé sous silence a propos d'une
découverte dont Harvey lui-méme a pu contrdler 'exactitude
et m’en attribuer tout le mérite.

Dans une autre note (11) antérieure a celle dont j'ai parlé
plus haut, Harvey rappelle mes recherches el celle de Mc Der-
mott, de beaucoup postérieures aux miennes, sur 'aclion des
agents liquides sur la substance lumincuse des Insectes, et ad-
met, & son tour, que le photogéne n’est ni un corps gras, ni
un lipoide. Il dit que la poudre obilenue par desséchement des
Bactéries lumincuses est enticrement semblable & la substance
lumineuse des Lucioles.

Entre temps, Harvey étudie la production de la lumiére par
certaines substances en présence des oxydases (17).

Aprés avoir rappelé les recherches de Radziszewski sur la
luminescence de la lophine, de différents alcools el aldéhydes
dans des conditions incompalibles avee la vie, et celles de
Traulz, qui a ajoulé quelques aulres exemples a la liste de
Radziszewski, Ilarvey cite ma déeouverle de la luminescence
de Tesculine et de sa luminosité & froid, en présence du sang
et de Ueauv oxygénée H,0, (1), dont il a contrdlé Uexactitude. 11 a
frouvé, en oulre, que, conlrairement & mon opinion, I'esculine
peul donner de la lumicre avee K,Mn,0, ct 11,0,. 11 est préfé-
rable d’agir & unc tempéralure de Go degrés centigrades. Il a
frouvé également que Yesculine brille avee FeCl, + H,0,, mais
non avec FeCly ou K,Mn, 0, ou 11,0, sculs, ni avec les extraits
de plantes riches en oxvdases (Navet, Pomme de terre, Radis
rouges, nmicme avec ou sans H,0,). L’ébullition ne fait pas per-
dre au sang son aclion, la turpentine ozonisée peut remplacer
11,0,.

« T esl intéressant, dit Marvey, de noter la ressemblance
enlre Poxydation avec produclion de lumiére de 'esculine et
de la lophine par le moyen des oxydases du sang, et 'oxydation
de la luciférine par la luciférase, substances trouvées dans les
animaux lumineux. Sauf que la luciférase est instantanément
détruite par I'ébullition, et est active & une trés basse tempé-
rature, le paralléle est vraiment frappant. »

(1) 1l ne parle pas de la collection des corps luminescents nouveaux ciue
j’al découverts en plus de l'esculine (8), bien que mes recherches aient
donné lieu 4 d’intéressanies applications.
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Harvey a récemment découvert une réaction lumineuse qui
imite dans tous ses détails le processus qui se présente dans les
organismes lumineux et établit la nature intime de ce proces-
sus : c’est 'oxydation d’'un mélange de pyrogallol + H,0, par
une oxydase végétale, accompagnée de production de lumiére.
« Cette réaction est hautement intéressante, dit-il, et remar-
quable pour cette raison qu'une lumitre perceptible est en-
core produite avec une partie de pyrogallol pour 254.000 par-
ties de solution. Une faible lumiére se produit méme a o degré
centigrade, ct une brillante lumiére & 1o degrés cenligrades ;
KCN n’inhibe pas la réaction : U'ébullition détruit Poxydase
juste comme cela arrive pour la luciférase.

Le pyrogallol + H,O, correspond i la luciférine et Poxydase
végétale & la luciférase. La lumidre produile est jaunilre el
dure deux & quatre minutes, avec une intensité i peu prés
égale & celle d'une culture liquide de Photobacléries. Harvey
dit qu’il ne sait pas si la luciférase n'est pas asée en oxydant la
luciférine, et que ce sera 'objet d’une prochaine note. Clest
cependant sur sa persistance que repose mon procédé de sépa-
ration de la luciférine et de la luciférasc de la sécrétion de
Pholade.

L'oxydase de jus de Pomme de terre peul oxyder le.Gaiac
sans H,0,.

Il s’agit done, dans 'expérience de Harvey, d’une peroxydase,
puisque le sang aussi donne la réaction (1).

De tous les amino-phénols, seul le pyrogallol donne de la
lumiére. K,Fe (CN)6, KMnO4 ou FeCl® peuvent prendre la
place de l'oxydase. Na,O,, BaD,, ou la turpétine ozonisée ne
peuvent pas remplacer H,0,. Les extrails animaux, excepté

(1) Remarque. — La différence entre le jus de Pomme de lerre qui oxyde le
Gaiac sans addition de H,0,, ct celui de Navel, qui requicrl cotte addition de
H,0,, parait lice, d’aprés Harvey, 4 ce fail que la Pomme de lerre contient
une substance « oxydisable » spontanément par addition dun peroxyde, ce
que le Navet ne présente pas. En conséquence, nous devons. dit Harvey,
ajouter un peroxyde & ce jus de Navet. Celte spontanément « oxydisnb](-‘»
substance a été appelée par Bach et Chodat « oxygénase ». — Les denx jus
contiennent une peroxydase. Les « oxydases directes » (Pomme de I,m"re)
contiennent, eux, de l'oxygénase plus une peroxydase, tandis que les « oxy-
dases indirectes » (Navets) sont des peroxydases seules. Dans cetle note le mot
« oxydase » exprime, en général, soit une enzyme oxydisante avec peroxydase,
soit une enzyme transférant 1’0 d’un peroxyde 4 une substarice oxydisable.
(V. & ce sujet in Bayliss’ Principlex of general. physiol., 1915, p. 584.)
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ceux de Chiton et de quelques Annélidés marines, ne donnent
pas de lumiére.

La lumiére est produite & o degré et est brillante & 10 degrés.
L’'oxydase du jus de plante est détruite entre. 8o degrés et
85 degrés.

KCN inhibe la production de la lumiére en trés faible con-
centration : n/128o a n/»b6o. NaOH V'inhibe en n/io et HGI
en n/So de concentration.

L’éther et le chloroforme n’ont pas d’effet sur la production
de la lumiere.

L’oxydase n’est pas un vrai catalyseur, mais il agit en trans-
férant oxygene de H,0, au pyrogallol.

La réaction est comparable & la production de la lumiere par
fes animaux lumineux, gu'elle imite vraiment trés exactement.

Dans sa note du 11 aofit 1916 (16), Harvey dit que I'on sait
depuis longtemps que la poudre d’organes lumineux desséchée
mise en contact avec de l'eau froide contenant de I'oxygeéne,
donne de la lumiére. Si cette cau froide est privée d’oxygeéne,
il n’y a pas de lumidre, mais au bout d’une heure le pouvoir
photogénique a disparu, si I'on rend O. La substance photogéne
est done décomposée sans Tumiére. Le méme phénomene lumi-
neux se produit avec la lophine (triphénylglyoxaline) en pré-
sence de la polasse alcooligque et de O et il y a formation
d’acide benzoique el d'ammoniaque; au contraire, en I'absence
4’0, on n’a pas de lumidre, mais formation de benzaldéhyde,
au licu d’acide benzoique. T aleali agil comme un catalyseur.

Dans la Mouche lumineuse, il est naturel de supposer qu'un
catalyseur organique, une enzyme intervienl dans la production
de la lumiére, el le but de celte note, dit Harvey, est de mar-
quer ce point que le fail de Uexistence d’une telle enzyme a été
définitivement prouvée, ct d’ajouter certains faits nouveaux
pour la connaissance de la bioluminescence. « Le mérite de
cette découverte revient entiérement au professeur Raphaél
Dubois, de I'Université de Lyon. Au début, en 1884, Dubois
fait les expériences cruciales, dans lesquelles il monire que deux
substances sont présentes dans Uorgane lumineur du Pyro-
PHORUS NocTILucus, « le West Inpiax Cuctiro » : une ther-
mostabile (1) qubatancc la lumferme qm 8 owde avec produc—

L . ~

(1) 11 fallait écrire « thermolabile #,’
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tion de lumiére, et une thermolabile enzyme, la luciférase. En
1887, Dubois montre que la méme chose est vraie pour un
Mollusque lumineux, Pholas dactylus. « In the fire-fly it is
natural to suppose that on organic catalyser an enzyme, is con-
cerned in licht production and it is the purpose of this paper
lo point out the fact to our knowledge of bioluminescence.
The credit of this discovery belongs entirely to Professor Ru-
phaél Dubois, of the University of Lyon. As early as 1884
Dubois made the crucial erperiments in wich he showed thal
tow substances are present in the luminous organs of Pyno-
PHORUS NOCTILUCUS, THE WesT Inpiany CucuLrno, a thermostabile
- substance, luciférine wich oxidizes with licht production and
a thermolabile enzyme luciferase. In 1887, Dubois showed thal
the sarme was true for the luminous molluse Pholas daclylus... »

Harvey décrit mon expérience cruciale sur la Pholade et
ajoute : Il is astonishing that work such as that referred to
above, published in well-known journals by a competenl phy-
siologist, should have receive so lillle atlenlion no good ac-
count of Dubois’s work is to be found in any if the physiologie
in English as German although he is mentioned as the author
of luciferin- laciferase « theory ». I have recently a greal many
of Dubois’s statements and to add some new facts. My material
has been the Wesr Innriww Cucurro, Pyrornonus (1), the eas-
tern american fire-flies, Prorizvs and Puovonris, and lami-
nous BacTERIA. THERE 1S ABROLUTELY NON DOURT OF TIlE EXIS-
TENCE OF LUGIFERASE AND LUCIFERINE and the possibility of
separating these tow substances (1), »

Harvey insiste de nouveau sur ce qu'il a dit précédemment.

A propos de la présence de la luciférase et de la luciférine
dans les Photobaciéries et sur la possibilité de produire de la
lumiére en faisant agir la luciférase d’une espece sur la luci-
férine d'une autre espéce et vice verse, Harvey se demande si
la luciférine et la luciférase de toutes les espéces sont identiques,
ct dit que la question reste ouverte.

J'ai répondu par avance & cette question dans mon livre 1.a
ViE ET LA LuMiiRE (p. 133) : « 1l existe peut-&tre plusieurs varié-

(1) Les études de Harvey onl ét¢ faites au Departement of biology, Prin-
celon Universily New-Jersey, sous les anspices du département de la hiologie
marine, de I'Institut de Carnegie, de Washington.

Numérisation Société linnéenne de Lyon



RELATIFS A LA BIOPHOTOGENESE - : . 87

tés de luciférases et de luciférines, mais ce ne sont que des
variétés, et le processus photogénique est le méme partout. »

- Q’est aprés plus d'un quart de siécle de recherches sur les
organismes photogeénes les plus variés que j'ai cru pouvoir for-
muler cette affirmation.

Harvey ajoute encore :

« D’une maniére générale, nous avons dit que le probléeme
de la bioluminescence esl résolu, au moins dans son plus large
aspect. In a general way, we many say that the problem of
hioluminescence has been solved at least in ils broad aspecls
(p.- ).

« 11 reste plusieurs détails & poursuivre, qui exigent quelque
temps pour étre complétés. La nature chimique de la luciférine
est méconnue, mais la méthode pour attaquer le probléme a
6L6 déterminée, et il est nécessaire d’avoir une quantité suffi-
sante de matéricl pour en fixer la nature chimique. La diffi-
culté d’en obtenir assez pour l'analyse est indiquée par ce fait
que la luminescence du pyrogallol exige une quantité infini-
ment petite de substance : 1 : 204.000. »

Apreés tout ce qui vient d’étre rapporté, n’y a-t-il pas lieu
d’étre véritablement stupéfait en lisant, dans un autre mémoire
d'Harvey (2&), cette phrase (p. 322) : At one time I believed
Dubois’ inierpretation of this experiment to be correct bul
results on Cypridina have led me to wholly dimerent conclu-
sions regarding the existence of luciferine and luciferase. Du-
bois’ interpretation is indead atlractive. We know that the
light production is an oxidation, that tow substances are con-
cerned, that these substances give lighl in very small concen-
tration comparable with enzyme activily, that one of them
con use a large amount of the other and possesses certain pro-
perties (destruction by heat, phosphotungtic and tannic acide)
characleristic of enzymes. Furlher, we aclually know of oxida-
tive reactions taking place with the production of light under
the action of ozidizing enzyme from plants and animals.

« It is quite possible that light production in Pholas dactylus
is of this nature as it differ, radically in very essential point
from the mecanisme in Cypridina end in Fire-fly. »

Et, plus affirmativement encorve, Harvey dit (p. 319) :

« Contrary to my stand in previous papers of this serie, I am
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now certain that Dubois’ explanation of the action of luciferase
and luciferine is quite incorrect, undless indeed light produc-
tion be a different process in Pholas dactylus from that in
Cypridina and Fire-fly. »

Ge qui est incorrect, c’est ou bien tout ce que Harvey a écrit
antérieurement a ses recherches sur Cypridina ou bien tout ce
qu’il a écrit apres, puisque dans la premieére série de ses recher-
ches expérimentales toul confirme mes résultats, en les com-
plétant méme, et que, dans la seconde, il déclare inexact le
role que j’attribue respectivement a ta luciférine et i la luci-
férase !

L’examen attentif du mdémoire en queslion monire que ce
sont les derniéres conclusions de Tlarvey qui sont incorrectes,
et on se rend facilement comple des causes de cet avalar pour-
lant si imprévu.

Harvey s’est rendu au Japon, et 13, il a étudié la biophoto-
génese sur deux Lucioles, Luciola parva et Luciola vitticollis,
sur un Crustacé Ostracode Cypridina hilgendorfi, sur un
Squid ?) Watasenia scintillans, sur une Pennatulide, Caver-
nula haberi et sur un Protozaire, Noctiluca miliaris. 11 n’a pas
réussi A obtenir la réaction luciférine-luciférase avee Watasenia
Cavernula et Noctiluca. Tl reconnait que les organismes ren-
fermant assez de substances phologénes pour se préter A une
étude chimique sont rares.

G’est bien pour ce motif que je me suis plus spécialement
attaché A I'étude approfondie de Pyrophorus noclilucus et de
‘Pholas dactylus, qui, outre une quantité relativement abon-
dante de matiére photogéne, offrent un terrain particuliere-
ment propice & une analyse physiologique du mécanisme orga-
nique de la fonction phologénique, laissé complétement de
coté par Harvey, qui parait étre exclusivement chimiste.

Harvey a accordé¢ sa préférence aux Lucioles et & la Cypri-
dine, et il a constaté que ces espéces contiennent toutes deux
certains corps semblables & la luciférine et a la luciférase :
« As Dubois first demonsirated for Pyrophorus in 1885, so also
in Cypridina, we may distinguish and separate two substances,
in Dubois’ terminology, luciferin and luciferase, which must
be brought together before licht will result » (p. 31q).

Commie dans tons les autres animaux métozoaires, la sub-
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stance photogéne est une sécrétion formée dans une glande
spéciale. Chez la Cypridine, il s’agit d’une glande & sécrétion
externe, dont 'ouverture se fait prés de la bouche. Son ana-
tomie a élé décrite par Doflein (1) et 3, 1917.

Les cellules glandulaires sont jaunes, comme de coutume
on peut exciter la sécrétion par la pression ou par I'électricité :
elle diminue, puis cesse par la faligue. De tout ceci, il ne
résulte rien de nouveau.

Ces cellules glandulaires sont remplies d’une substance
jaune, composée de globules jaunes de 2 & 6 p de diametre.
(’est ce que Pon voit partout : ce sont mes vacuolides.

Ces globules sont « dissous » dans un liquide incolore, abso-
lument libre des granulations visibles donnant la lumiere.
Harvey ne dit pas d’ott vient ce liquide : il ne I'a pas examiné
4 Yultramicroscope ct ne peut pas, par conséquent, affirmer
qu’il ne renferme pas de granulations.

La sécrétion de Cypridina, vue la nuit, « parait » parfaite-
ment homogeéne, mais cela ne prouve nullement qu’elle le
soit ; la tumiére de la voie lactée nous donne la méme impres-
sion d’homogénéité.

Cela n’empéche pas Harvey de reconnaitre que « la lumiére,
sans aucun doale, vient des globules jaunes ». C'est ce qui a
loujours élé constaté et dit par moi de la luciférine, en général.

« Le fait que les deux substances photogénes peuvent traver-
ser les filires Pasteur-Chamberlain ou Berkefeld, prouve cque
les particules, si elles existent, sont extrémement petites ».

Mais oui, elles sont trés petites, et si Harvey avait employé
Pultramicroscope, il les aurait vues, car il v en a dans toutes
les substances colloidales, c’est une nécessité de I'état colloidal ;
or, la luciférine et la luciférase sont des colloides. La dialyse
n'infirme nullement la présence de granulations colloidales,
car il y a des colloides qui dialysent. Or, j’ai dit que la luci-
férine dialyse assez facilement et la luciférase beaucoup plus
difficilement, ce qui, d’ailleurs, a été vérifié par Harvey.

Les globules jaunes, qui sont des vacuolides de luciférine,
q’il ne faut pas confondre avec les granulations colloidales,
ne se « dissolvent » pas, comme le pense Harvey, elles se résol-

(1) Sitzungsber d. Ges. f. Morph. u, physiol. Miinchen, rgo6; t. XXII,
p. 133. ' ‘ .
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vent en sols colloidaux et non en solutions vraies. Mais tout
cela n’empéche pas que les derniéres propriétés indiquées par
Harvey pour la substance jaune des glandes photogénes con-
firment bien que cette substance jaune photogtne est certai-
nement de la luciférine.

Harvey reconnait que la présence de I'oxygeéne est nécessaire
pour que le phénomeéne lumineux se produise. Ai-je dit autre
chose ?

La substance des glandes broyée et desséchée brille avec Peau
et garde son pouvoir lumineux aprés plusieurs lavages & U'éther :
ce n'est donc pas un lipoide. Encore une fois, ai-je dit autre
chose de la luciférine ?

L’eau de mer renduc lumincuse par la pression des Cypri-
dines et filtrée ne répond pas, dit Harvey, aux réactifs biochi-
miques communs. Elle ne donne pas de précipité par l'acide
picrique, ou par saturation avec (NH,)? So*, ou par ébullition,
méme avec une légére acidification. La réaction de Fehling
est négative, comme celle du biuret, ¢t anussi comme la réaction
xanthoprotéique pour protéines®; elle ne donne pas la réaction
de Molish pour les hydrates de carbone et ne répond pas au
réactif de l'indophénol (naphiol » + paraphéniléene diamine
+ H?0%) pour oxydases.

Mais Harvey s’empresse d'ajouter heurcusenent qu'il n’a pas
Iintention d’inférer de cela que la substance lumincuse n’est
pas une protéine, un corps gras ou un oxvde de carbone, mais
simplement que la concentration donnant unc vive lumicre est
encore trop faible pour répondre aux réactifs chimiques. En
effet, d’aprés I'auteur, unc partie de la substance de la glande
lumineuse, mélée a 1.600.000.000 parties d’eau, peut encore
donner une lumiére visible.

Mais Harvey aurait pu et dit ajouter que tous les réactifs phy-
siques et chimiques qui précipitent ou altérent les substances
protéiques éteignent la lumitre : ébullition, acide picrique,
tanin, sublimé, etc., elc., ce qui prouve bien leur présence el
leur activité dans le liquide lumineux.

Quant a I'absence de la réaction indiquant la présence des
oxydases, nous aurons l'occasion d’y revenir, mais on peut dire
qu’ici encore la quantité infinitésimale de substance oxydante
peut étre invoquée el qu’en outre, on peut admettre que celle-ci
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a plus d’affinité pour la luciférine que pour toute auilre sub-
stance oxydable.

La lumiere de la sécrétion de Cypridine dans 'eau de mer
disparait au bout de quelque temps et aucune agitation ne la
peut faire reparaitre.

C’est ce qui se passe exactement avec la sécrétion lumineuse
de Pholade dactyle, parce que la luciférine est oxydée et dé-
truite par la luciférase bien avant que celte derniére soit usée.

Plus loin, Harvey ajoute : « Si nous mélons ce liquide éteint
avec un extrait ou la lumiére a élé détruite par I’ébullition,
ta lumiére reparait de nouveau. »

Mais n’est-ce pas la la reproduction exacte de mon expérience
initiale, qui m’a conduit & la découverte de deux substances
distincles de la réaction desquelles nail la lumiére ?

Seulement, Harvey parle d’extrait éteint par ébullition. Or,
la luciférine de la Pholade est détruite & 7o degrés. En serait-il
autrement de la luciférine de Gypridine ? Cela me parait trés
douteux ; en tous cas, cette expérience de Harvey n'est que la
répétition de la mienne, sauf que je ne chauffe pas au deld de
70 degrés pour détruire la luciférase en conservant seulement
la luciférine.

« According lo Dubois, on of lhese, luciferase, is on oxidi-
zing enzyme and is destroyed by heal : (he other, luciferine
a substance nol destroyed by heat is capable of oxidalion with
licht production by means of luciferase. »

Toul cela est exact, sauf un point essentiel signalé plus haut,
et je ne congois pas que larvey ait pu écrire que, d’aprés moi,
la Tuciférine esl « thermostabile », qi'elle n’est pas détruite
par la chaleur, alors que je n’ai cessé de répéter qu’elle I'était
i 7o degrés.

Je ne suis pas surpris qu’aprés avoir admis dans ses nouvelles
expériences (ue la luciférine n’éiait pas détruite par la chaleur,
il arrive & des conclusions différentes des miennes et A em-
brouiller une (ueslion jusque-la trés claire pour moi et pour
lui-méme : « but results of CypripINae have led me to wholly
different conclusions regarding the existence of luciferine and
luciferase » (p. 322). Dubois’ interpretation is indeed attractive.

En pouvait-il étre autrement, puisque ma luciférine qui n’est
pas thermostabile, comme le dit Harvey, mais thermolabile,

Numérisation Société linnéenne de Lyon



o3 ETUDE CRITIQUE DE QUELQUES TRAVAUX RECENTS

comme la luciférase, devient, dans les cxpériences d’'Harvey,
une substance non déiruite par la chaleur. C’est a partir de ce
moment que commence notre « brouille », el, comme on le
voil, elle repose sur une erreur de fait commise par Harvey, &
mon grand étonnement.

Alors, sur 'extrait de Cypridine qu’il a fait bouillir, Harvey
essaie les réactifs de la luciférine, et il ne trouve plus aucune
des réactions que j'ai indiquées comme la caractérisant : sang
el H*0?, KMnO,, BaO, PbO, faisanl apparaitre la lumicre par
oxydation de la luciférine.

Le contraire edt été bicn surprenant, en vérité, puisqu’encore
une fois, la luciférine est détruite a 70 degrés. On obtiendrail
le méme résultat négatif en faisant bouillir la sécrétion de
Pholade ;

Harvey trouve que sa « Cypridina luciferin » (substance non
immédiatement détruite par la chaleur) donne de la lumiére
avec luciférase), mais non avec les oxydanis mentionnés ci-
dessus, et qu’elle se renconlre en beaucoup d’aulres animaux
non lumineux ainsi que dans les parties non lumineuses de
Cypridina hilgendorfii.

J'ai vainement cherché la luciférine en dehors des orga-
nismes photogénes les plus divers, el la seule affirmation de
M. Harvey, qui n’indique pas sur quelles expériences elle
repose, ne saurait me convaincre. D’autant moins que voici
une aulre affirmation, de méme ordre, que je ne puis accepter,
comme contraire également & mes travaux poursuivis pendant
un quart de siécle, & savoir que la luciférase se trouve seule-
ment dans les organes lumineux de Cypridine.

Comment Harvev peut-il arriver & unc semblable conslala-
tion ? Il semble ignorer lous les lravaux qui ont ¢té faits avant
lui sur les Crustacés lumincuz, a moins qu’il ne les passe volon-
tairement sous silence, ce gui serail plus regreitable encore.

La sécrétion se forme dans une glande spéeiale de cellules
fusiformes jaunes, comme foutes celles qui renferment de la
luciférine. En outre, un excellent obscrvateur, qui s’est beau-
coup occupé de la biophotogéneése chez les Crustacés, Gies-
brecht, a vu que dans les glandes luminecuses des Copépodes,
la sécrétion peut étre lumineuse méme avant d’étre rejetée au
dehors, dans Uintérieur méme des cellules glandulaires,
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comme je 'ai constaté pour les glandes photogeénes des Myria-
podes. C’est ce qui ressort également de I’'examen d’aufres tra-
vaux sur les Grustacés physiologiquement lumineux.

Giesbrecht a montré, en plus, que les Copépodes Entomostra-
cés du Golfe de Naples peuvent lancer a une certaine distance
le contenu de la glande déja Ilumineux avant 1’éjaculation.
Il a vu, en outre, avanl Harvey, que le pouvoir photogéne per-
siste assez longtemps apreés la mort sur les cadavres desséchés,
ou l'on peul ranimer la lumieére avec un peu d’eau douce. L’al-
cool suspend par deshydratation la luminosité, les acides la
suppriment et 'ammoniaque 'exagére : ¢’est ce que 1'on voit
partout, comme je Pai fait remarquer dans mon livre sur la
Vie et la Lumiére (p. Do).

Les Crustacés ne constituen! donc pas une exception, comme
tendraient a le faire croire les paroles de Harvey.

Il ne se conlente pas de cette affirmation que la luciférase
seule se trouve dans les glandes lumineuses de Gypridine, sans
dire comment il a fait cette étrange constatation, mais il avance
que jai prétendu que la luciférine chez la Pholade dactyle se
trouve seulement dans les organes lumineux. Cette assertion
esl inexacte ; Harvey pourra s’en convaincre en se reportant a
mon mémoire intitulé : Anatomie et la Physiologie de la Pho-
lade dactyle (p. 13¢ et 141 et pl. X1, fig. 1, 2, 3), in Ann. de
PUniv. de Lyon, 18¢2, etl, plus récemment, a ma critique du
travail de Forster (1).

On ne doit pas atiribuer des crreurs imaginaires i des cher-
cheurs dont on se propose de combattre les idées, parce que
cela peut préter & des interprélations malveillantes, alors méme
quelles ne sereienl pas fondées. Ayant admis, a tort, que la
luciférase seule existe dans les glandes phologeénes des Cypri-
dines, arvey trouve que cette substance, ¢n solution concen-
irée, peut donner de la lumiere avee des principes extraits de
plusieurs animaux non lumineux.

Ce n’est pas de la luciférase (Cypridina luciferase de Harvey;
que V'on peut dire cela, mais seulement du contenu des glandes
photogénes. Or, ce dernier renferme la luciférine de Dubois,
en méme temps que la luciférase du méme auteur, puisque le
contenu des glandes des Crustacés peut briller avant lémlssmn
de la sécrétion au dehors ! Corom o L
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Si on éteint par la chaleur (70 degrés) le liquide lumineux
de Cypridina, il renfermera encore de la luciférine et, dés lors,
il n’y a rien d’étonnant a ce que des produifs (extraits?) retirés
d’animaux non photogénes fassent reparaitre la lumiere.

C’est ce que j'ai établi depuis longtemps a propos de la
Pholade dactyle (28 et 5, p. 130). C’est la luciférase que j'ai
rencontrée chez beaucoup d’organismes non phologénes, et
pas la luciférine, laquelle est spéciale aux organismes lu-
mineux.

En appelant « luciférase » ce que jappelle « luciférine » et
« luciférine » ce que je nomme « luciférase », Harvey est par-
venu a introduire une regrettable confusion dans une question
particulierement trés claire, comme on en peut juger par la
lecture de mon livre sur la Vie el la Lumiére.

Le revirement brusque d’opinion de Harvey n’est cependant
pas de nature a me faire supposer qu’il ail voulu, come on
dit dans certains cas, « pécher en eau trouble ».

Partant de faits inexacts et d'assertions contraires & ce que
j’ai avancé, il n’est pas étonnant que I'imbroglio conlinuec.

Alors, Harvey nous annonce que le conlenu des glandes pho-
togénes, qui, d’apres lui, serait exclusivement formé de « Cy-
pridina luciferase », donne de la lumiére quand on le mélange
avec_des substances diverses : chloroforme, ¢éther, benzol, thy-
mol, saponine, acide oléique, atropine, NaCl ct aulres ! Autant
dire avec n’importe quoi.

Et il ajoute :

« Puisque la plupart de ces substances ne peuvent éire oxy-
dées par la luciférase, j’en conclus qu’elles causent en quelque
sorte ’émission de la lumiére comme ce que Dubois appelle
luciférase. « Since most of the abone substances could not pos-
sibly be oxided by the luciferase, 1 conclude that the cause in
some way the giving out of light in what Dubois terms luci-
ferase. » (P. 323.)

Cette maniére de raisonner cst contraire aux principes les
plus élémentaires de la logique puisque ma luciférase est un
agent oxydant !

Dans cette vue nouvelle, la luciférase (Cypridina luciferase),
principe qui, d’aprés Harvey, se trouve, a I'exclusion de tout
" autre photogéne, dans les glandes), serait la source de la
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lumiére, et la luciférine (principe persistant dans lextrait
chauffé de cypridine) est quelque chose (?) qui excite la luci-
férase & donner de la lumiére.

(Zest bien cela, Harvey appelle luciférase ce qui est luciférine
el luciférine ce qui est luciférase | A part cela, nous sommes
loujours d’accord.

Pourtant, & la réflexion, il me semble que le malenlendu ne
doil. pas persister. M. Harvey a lui-méme cu le soupgon qui
m’est venu de suile a I'idée.

M. Harvey ajoute, en effel (p. 323) :

« Les subslances (citées plus haul) produisant la lumiére dans
les solutions concentrées de luciférase sont scmblables a celles
qui produisent la cylolyse des cellules, el jai considéré la pos-
sibilité que Uextrail concentré peul contenir des fragments de
ccllules de la glande lumineuse, qui sonl cylolysées avec pro-
duction de lumiere, ou peut-¢lre de granules, qui se dissolvent
avee production de lumiére, comme dans plusieurs autres
especes, spécialement dans la séerétion de Cavernularia.

Mais au lieu de persister dans cetie voie, qui est la vraic,
Harvey ajoute : « Je suis convaincu qu’il n’y a dans extrait
pouvanl donner de la lumicre avee une substance inoxydable
aucun fragment de cetlule et aucune granulation dépassant les
diminulions des granulalions ullramicroscopiques des col-
loides. »

Sculement, les raisons qu'il donne powr justifier sa convic-
lion sont absolument insuffisantes.

Il invoque Uhomogéndilé de la lumicre, mais, encore une
fois, ce n'est pas une preuve. Quand on examine la Voie lactée,
o seulement une Noclilugue, méme avee une loupe, on ne
voil qu’une lwmiere homogence el pourlant & un grossissement
sullisant, celle lumiére, en apparence homogéne, sc résoud en
tne pléiade de pelites élincelles distineles.

En général, la lumieére d’un liquide de sécrétion liquide n’est
pas assez forte pour permettre, méme 4 un forl grossissement,
de voir briller les particules phologenes, mais on peut dislin-
guer les vacuolides (microleucites), dans lesquelles se forme
la luciférine, el aussi les granulations ullra-microscopiques,
dont elles procédent (voir La Vie gr 1A Lumibre, introduction,

by

pp. 5 et suiv.). D’ailleurs, 'examen microscopique 3 un fort

Soc. Linw., T. Lx1v, 1917 10
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grossissement ne parail, pas plus que P'examen a l'ultramicro-
scope, avoir été fait par Harvey. Son argument le plus sérieux
parait étre le passage au travers des filtres Pasteur-Chamberlain
et Berkefeld. Mais Harvey, quand il a écrit ces lignes, avait-il
oublié qu'il a dit (p. 320) que la substance jaunc des cellules
photogénes (luciférine de Dubois) est composée de granules
jaunes de 2 & 6 microns en diamelre. Ces globules sont d'une
consistance presque fluide, el peuvent ctre vus affectant des
formes amoeeboides. Mais ce sonl les vacuolides de La luciférine,
et nous savons que celle-ci, comme les granulalions de la luci-
férase, peuvent traverser les filires. Les corps non oxydanis
excitants de la lumiere ne cytolysentl pas les cellules, mais bien
les vacuolides ou microleucites phologenes, avec mise en liberté
des principes photogénes, qui n'avaient pas été libérés anté-
rieurement. C’est de cette facon que jai pu expliquer aclion
excitante de I'éther, que Uon peut constater sur des mélanges
pon lumineux ou peu lwmineux, mais qui conliennent toujours
de la luciférase et de la luciférine, i Uétal vacuolidaire el non &
Pétal de sels; quand 'un des deux principes fait défaul, Téther
est inactif (1). Peul-¢lre peut-on expliquer de méme Faction Leés
excitatrice de Pammoniaque. Pour ce corps, cependant, on peul
proposer une autre explication, peut-étre plus plausible, 4 sa-
voir que les alcalix activent des oxydations de corps facilemenl
oxydables, comme la luciférine, la lophine, elc.

Enfin, il ne faut pas oublicr que dans une liqueur renfer-
mant encore de la Juciférine el de la lucitérase, la réaclion
photogéne peut ¢lre empéchée par Pacidité du milieu, qui
augmenle au Tur ¢t & mesure de Poxydation de la Tuciférine. H
suffit alors d’ajouler une lrace d’anunoniagque pour neulvaliser
Vacidité inhibante et rallumer la lumicre éleinte. Inversement,
on peut éteindre une ligueur bien lumineuse par addition d’un
excés d’ammoniaque. 8i Pon ajoule alors au liquide éteint par
ce moyen de lacide acétique ou un aulre acide faible comme
Pacide chlorhydrique dilué, la lumicre reparait. J'ai pu ainsi
éleindre et rallumer successivemenl une liqueur phologene
par additions allernatives d’acide acélique el d’ammoniaque.
Les alcaloides, comme Vatropine, les acides faibles, comme

(1) V. Addendum, p. t12.
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l'acide oléique, employés par Harvey, ont pu jouer un rdle de
cet ordre.

Sans parler du idle eytolylique que d’autres agents, comme
le chloroforme, 'éther, l¢ benzol, etc., peuvent remplir vis-
d-vis non seulement des cellules, mais encore des granulations
vacuolidaires, il faul se vappeler que l'inhibition de la réac-
lion luciférine-luciférase peut tenir encore a des conditions
d’équilibre chimique pouvant étre modifiées par Padjonction
d’'un corps qui n’esl ni un oxydant, ni un acide, ni un alcali,
d'un sel neutre, par exemple : lout dépend alors de la propor-
tion dans laquelle ce dernier est ajouté.

Principalement dans la chimie-physique des colloides, les
agenls modificaleurs de la diffusibilité, de la tonicité, des phé-
nomenes dabsorption el d’adsorplion, des tensions de sur-
face, des charges éleciriques des granulations colloidales en
préseince peuvent changer fa marche de la réaction, soit dans
un sens, soit dans Paulre. Ainsi, i & une liqueur faiblement
lumineuse on ajoule une proportion assez forle d'un sel neu-
(re, sulfate de soude ou sulfate de magnésie, la lumiére s’éteint
aussildl ; si, au contraire, on n'ajoute qu’une race de ces sels,
clle augmente passagérement d’éclat. On peut méme, de cette
maniere, rallumer une liqueur qui parait complétement
obscure i notre ceil.

La seule addition d’can & une liqueur éleinte par une forte
proportion de sel neulre, NaCl ou autre, saccharose, ete., suffit
pour faire reparailre la lumicére, tant qu’il reste encore de la
luciférine et de la luciférase.

En quoi ces phénomenes peavent-ils ¢re comparés & l'ac-
lion oxydante de la Juciférase ? L5t cependant Harvey n’hésite
pas & les assimiler !

infin, les agents physiques lels que la chaleur, Pélectricité
peuvent, selon la maniére dont on les emploie, &lre des extinc-
leurs ou des excitateurs de la ltimiere. I’agilation mécanique
peut suffire a faire appataitre la lumiére dans une liqueur éteinte.

Pour étre logique, Harvey aurait di donmer a tous ces
agenis excitateurs chiniiques, physiques, mécaniques, le nom
par lequel il propose de remplacer celui’ de « luciférine »,
comme on va le voir. '

Pour les raisons indiqudes plus haut, I'imbroglio continte

Numérisation Société linnéenne de Lyon



98 ETUDE CRITIQUE DE QUELQUES TRAVAUX RECENTS

et Harvey s’exprime ainsi (p. 324) : « Je conclus, en consé-
quence, que la luciférase de Dubois, corps thermolabile des
cellules lumineuses (il aurait fallu dire : un des deux corps
thermolabiles), cst le corps producteur de lumiére. 1l donne
de la lumiére avec beaucoup de subslances non nécessairement
oxydanles, et spécialement une brillante lumiére avec une sub-
stance « thermostabile ».

Celte dernicre n'est pas plus ma luciférine que la premicre
n’est ma luciférase, puisqu’elle est thermostabile,

La substance thermostabite de Harvey — qui n’est pas ma
luciférine, ni ma luciférase — se lrouve en forle proportion

dans le corps de Cypridina cl en faible proportion dans fe
corps d’aulres invertébrés non lumineux.

« Iin conséquence, dit llarvey, je propose les noms nouveaux
de « photogénine » (de phos, lumictre, et gennao, jengendre)
pour remplacer le mol luciférase el celui de « photophelein »
(de phos, lumiére, el opholeo, jaide, jassiste) pour remplacer
le mot luciférine.

Cette suppression des deux expressions que j'ai employdées
pour désigner deux subslances & fonctions netlement définies
(v: 5, p. 130 el suiv., et 413) esl inacceptable, ef jui la convie-
tion qu’elle ne sera pas acceplée par les auleurs clairvoyanis.

Les roles attribués aux prétendues subslances gu'llarvey
nomme respectivement « phologénine el photopheline » sonl
un mélange de propriélés appartenant a la tuciférase el & la
luciférine, et ne représentent exactement ni celles de une, ni
celles de l'autre.

Je considére comme (res regrettable avalar de Harvey,
qui admet toujours, il est vrai, que la lumicre nail du conflit
de deux substances, en présence de 'eau et de Uoxygéne, mais
dont .I'une est oxydable méme par des subslances qui ne sonl
pas oxydantes, comme le NaCl, benzol, chloroforme, cte., ete.!!

Jai expliqué plus haut comient ces substances avaicnt
pu agir en mellanl en conlact-par cytolyse les colloides ren-
fermés dans les globules ou vacuolides de luciférine et de iuci-
férase, assez petits el assez fluides pour passer au travers des
tubes de porcelaine, ou bien pour d’autres raisons physico-
chimiques.

Néanmoins, Harvey s’exprime ainsi (p. 325), a la tin du para-
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graphe intitulé « Pholophelein and Photogenin » : « Whaiever
the exact interpretation of the facts may be, it is certain that
tow substances are concerned in light production and these
may by separated because the are destroyed at different tempe-
ratures. We may now inquire inlo each oh their properties
separately and return to a discussion of the mecanism of light
produclion, in considering the possible enzyme nature of pho-
logenine. »

Il est seculement regretlable qu’Harvey n’ait pas mis dans
cetle phrase le mot « Iuciférase » a la place de celui de « photo-
génine », puisqu’il Jes considére comme équivalenis au com-
mencement de ce chapitre. G'est compliquer comme & plaisir
une queslion des plus simples. _

Le paragraphe intitulé : Distribulion of phophelein and pho-
fogenin. in organisms ne renferme rien de saillant, rien de nou-
veau, mais il permel de se rendre compte combien il doit étre
difficile, avec d’aussi petits organismes que Cypridina, d’ob-
tenir des parlies non conlaminées par la séerétion mixte des
glandes photogénes. ‘

Les essais avee des extrails d'animaux non phologénes ne
font que confirmer ce que jai dit & propos de Poxydation pos-
sible, avee émission de lumicre, de la luciférine par le sang
de divers animaux non lumineux.

Harvey dil qu'avee le contenu des glandes ne donnant plus
de lumicre, on peut faire rveparvaitre cetle dernicre aveec de
Purine : il obtiendrait le meéme résultat avec un peu d’ean
tiede, cortainement. Lorsque le mélange de Juciférase et de
luciférine 'est éleint spontanément, ces deux produits ne sont
pas complélement déruils, =i Pon n'attend pas un temps suf-
lisant, el alors une légere élévalion de température, une trace
d’ammoniaque ¢t méme d’'éther peut brusquer la fin de I'oxyda-
tion et faire reparaitre Ta lumiére pour un moment, comme il
a été dit plus haut.

Les substances qui produisent ce réveil de la lumiére sont
nombreuses, comme 'indique Harvey lui-méme, car il ajoute :
« 11 est difficile de voir de quelle fagon toules ces substances
agissent. On est incliné & comparer la production de la lumiére
d un procédé de cytolyse ou a4 une réaction stimulante, comme
dans la parthénogénése artificielle. » Mais alors c’est & 'ensem-
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ble de tous ces corps-la qu’il convenail de donner le nom de
« photophélines » et non a la luciférine de Dubois, puisqu’ils
aident, assistent les produits photogénes dans leur réaction el
la font méme repartir avee lumiére, quand celle-ci vient de
disparaitre.

Harvey n’a pu oblenir aucune lumieére avec des extraits de
beaucoup d’animaux non photogénes par Paction des oxydants
H,0, neutre, BaO?, sang oxvgéné scul ou avec H*0? ou avee
H?0® neutre additionnée de jus de Pomme de terre, ou avee ce
dernier seul, ni avee KMnO,, « cc qui, dit-il, est en complete
opposition avec le cas de la Pholade daclyle, comme le déerit
Dubois » ; cela prouve simplement ce que jai déja dit, & savoir
qu'il n’y a pas de luciférine dans ces extraits {raités par le per-
manate de potasse, entre autres, et ¢’esl exaclement le méme
résultat que j’ai obtenu dans les mémes conditions ; mais, con-
trairement &4 Harvey, j'en ai liré la scule conclusion qui ful
logique, a savoir Pabsence de luciférine. Dans les autres cas
également, Harvey avail préalablement détruil par la chaleur la
luciférine, laquelle est thermolabile el non « thermostabile ».

Harvey (p. 328, en nole) dit qu’un extrait conceniré de suc
de Cavernularia donne unc brillante Tumicre par addition d’eau
douce. C’est la répétition pure et simple de mon expérience sur
les Ceelentérés photogtnes (5, p. 41).

Dans le paragraphe Dyalisis, Harvey ne fait que répéter ce
qu’il a déja dit antérieurement.

A propos de Pabsorption (p. 329), Harvey a constaté, aprés
moi, que le noir animal dépouille les pscudosolutions de leurs
principes photogénes. L’hydrate de fer Fe(OH)® frais produit
le méme effet par action purement physique.

La température de destruction de la lumitre du liquide lu-
mineux de Cypridine, d’aprés Harvey, dépend de la concentra-
tion et du temps de chauffe. A ce propos, il aurait dii faire une
distinction entre 'extinction obtenue par une élévation de tem-
_ pérature soutenue activant la réaction photogénc et, par con-
séquent, en abrégeant la durée, et la suppression brusque de
la lumiére par un échauffement rapide détruisant les principes
photogénes avant leur épuisement, ou l’épuisement de l'un
d’eux seulement.

8i l'on chauffe le mélange des deux principes photogénes

Numérisation Société linnéenne de Lyon



RELATIFS A LA BIOPf{OTOGENESE . 101

~o degrés, la lumitre disparait définitivement. G'est ce que jai
indiqué pour le mélange aqueux de luciférine et de luciférase
de la Pholade, et ce qui prouve bien I'identité de ces principes
avec ceux de Cypridina. La lumiére des Cypridines peut éire
suspendue par une température de 52 4 54 degrés et revenir
par le refroidissement : alors, il n'y a pas destruction, mais
seulement inhibition.

Harvey aurait di voir 12 une nouvelle preuve qu’il s’agit
bien d’une réaction zymasique, car dans celle-ci toujours Fac-
livité déeroit de plus en plus au fur ct & mesure que l'on
dépasse la lempérature optima. Elle finit méme par s’arréter
completemenl. La zymase est inhibde, mais non encore dé-
lruite, ¢’est pourquoi ele retrouve loule son action par le retour
2 une fempérature moins ¢levée.

Les recherches d'Harvey sur la stabilité des principes pholo-
gtnes et sur la durée de la Tuminosité des pseudosolutions lumi-
neuses de séerdlion de Cypridina n’apprennent rien de nou-
veau. Dans Pextinction spontanée et délinilive, la pholophéline
(luciférine) est « apparemment » oxydée !

Il examine ensuite, dans le paragraphe intilulé : Preservatives
and anesthetics (p. 331), laclion de divers anesthésiques
I’éther, le benzol, le chloroforme hileni la destruction spon-
tance de la luciférine et préservent la luciférase. J'ai noté que
I’éther facilite Poxydation de la luciférine et que les anesthé-
siques prolongent la conservation de la luciférase, ce qui n’a
rien de surprenant, puisqu'ils agissenl de méme dans tous les
sols d’enzymes. (Cest méme un procédé classique de conser-
vation, nouvelle preuve que la luciférase (photogénine, de Har-
vey) n'est pas le principe oxydable, mais I'enzyme oxydante.

Harvey a noté que lalcool bulyrique & saturation supprime
la lumiére, mais qu’elle reparait par addition d’eau douce ou
d’cau de mer. Cela indiquerait que I'alcool butyrique précipite
sans coagulation ou destruction les principes photogénes ; il
inhibe ainsi l'action de la luciférase, comme d’ailleurs celle
des autres enzymes. Harvey ajoute que la sécrétion diluée est
éteinte par le passage au travers des filtres de porcelaine, mais
qu’elle reparait avec le temps. Je n’ai pas constaté ce fait avec
la Pholade dactyle ; il se peut alors que la sécrétion renferme
un proferment qui redonne de la luciférase aprés filtration,
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si U'extinction est due & la séparation de la luciférase. On peut
encore admettre que la luciférine formée est usée pendant la
filtration et qu'il existe une proluciférine, comme il existe un
prochromogeéne de la pourpre formé par la purpurase (v. 9,
p. 285).

Quelques-unes de nos expériences semblent favorables & celte
interprétation (25).

On peut interpréier de la méme fagon le vetour de fa lumicre

dans une solution qui a été éteinle par une chaleur modérée;
mais on peut ausst supposcr plus simplement qu'd une cerlaine
température, la luciférase peut élre inhibcée sans élre détruile,
comme cela arrive pour daulres enzvmes, donl la courbe
d’activiié peut, sous ce rvapport, encore élre comparée a celle
de laclivité du bioprotéon lui-mdéme, ainsi que je Tai dit
plus haut.
. Dans le cas de filtrage par le vide, il faul aussi considérer
que l'oxygeéne disparail pendant la filtration el qu'il n’est de
nouveau mis en présence des principes phologines qu'an boul
d’un certain temps d’exposition & lair.

Harvey a noté, aprés moi, aclion destruclive de alconl
éthylique et de I'acélone sur la luciférase (phologénine) @ cepen-
dant, 'addition de 16 9 ne fail que Uinhiber ¢t elle ne disparail
délinitivement qu'avee 20 9, d’alcool : il faul 23 9, d’acélone.
Pour le premier cas, on peul faire reparaitre Ia lumiére par dilu-
tion avec de l'eau. Celle aclion inhibilrice sur la luciférase
s‘observe avec toutes les enzynies a des degrés divers de concen-
tration, aussi bien qu'avee les ferments figurés d’ailleurs. Mais
la luciférase se rapproche des oxydones en ce qu’elle est détruile
définitivement par une proportion d’alcool ou d’acdlone assez
forte.

Harvey trouve que le evanure de polassium, qui entrave la
respiration cellulaire, est pratiquement sans influence sur la
biophotogénése. Cela prouve seulement qu’il ne s’agit pas, en
derniére analyse, d’'un phénomene cellulaire. Tl annonce que
la saturation par le sucre arréte la production de lumitre dans
un mélange de luciférase et de luciférine, et que celle-ci repa-
raft par dilution avec de l'cau douce : mais il oublie de dire
que c’est cetle découverte qui m’a permis, il y a fort longtemps
déja, d’invenler mon procédé de. conservation, soit d’'un mé-
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lange de luciférase ct de luciférine, soit de ces deux corps sé-
parés (5, p. 132).

Il note également, aprés moi, et toujours sans me citer, que
le sulfale d’'ammoniaque éteint définitivement la lumiére : cela
n’a rien de surprenant, puisque c’est un agent précipitant de la
luciférine (26). Harvey étudie ensuite 'action des acides tungsti-
que, picrique, tannique, celle des acides el des alealis en géndé-
ral. A propos des agents précipitants des protéines, il obtient
les mémes résullals que moi avee ce que jai appelé la lucifé-
rine et la luciférase, el que, pour celle raison encore, il a tort
d'appeler « pholophéline » el « phologénine ».

On en peut dive autant des résultats expérimentaux qu'il
obtienl par Paclion des alcalis ou des acides.

A propos de I'influence de la concentration sur la phologé-
nese, Harvey derit (p. 336) : Dans la séerélion normale de
Cypridine, il v a plus de photogénine que de photophéline,
comme on peul le voir par addition de photophéline fraiche A ia
séerétion normale, apreés que la lumitre a disparu par le repos.

Ge n'est pas de celte maniére qu'il faut expliquer le résultat
expérimental qui ni’a permis, il y a fort longtemps, de montrer
I'existence de deux substances distineles réagissant l'une sur
Iautre pour donner de la Tumidre.

Dans cette expérience de Harvey, qui n’est que la répétition
de la mienne, dont il ne parle plus maintenant, ce n’est pas
que la luciférase (photogénine) soit en plus grande quantité que
la luciférine (photophéline) @ ¢’est uniquement que la luciférase
se comporle comme une enzyme el qu’il n’y a pas proportion-
nalilé entre son usure et celle de la luciférine, quelle oxyde.
Quand elle a usé cetle derniére, et qu'on en ajoute une nouvelle
quantité, Ta lumicre reparail : ¢’est bien simple. Harvey réédite,
en outre, mon expérience du mélange de la séerétion éteinle
par usure au repos avee la méme séerétion brusquement
¢teinle par la chaleur (& 70 degrés) et d’olt renait la lumiére.

Tout cela ne prouve-t-il pas jusqu’a I'évidence, qu’Harvey
aurait micux fait de ne pas chercher a jeter la confusion dans
unc question, dont la solution lui avait paru générale et défini-
tive d’aprés ses premiéres publications, et qu’il n’y avait aucune
raison avouable pour essayer de supprimer les deux expressions
de « Juciférase -» et de « luciférine »? . Lo SR
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11 est vrai, qu'Harvey se demande si la luciférase (photogé-
nine) est bien une enzyme, ainsi que je le pense.

Comme i1l ne faut pas chercher si une petite quantilé de
luciférase détruira une grande quantité de laciférine en accor-
dant un temps suffisant, & cause de l'altération spontanée de
ces substances, Harvey donne la préférence & la méthode con-
sistant & déterminer si une petite quantité de luciférase,
décomposera successiveent des quantités de luciférine, sans
qu’elle subisse elle-méme une diminution d'activilé, It recon-
nail que cette méthode n'est pas sans préler a 'équivoque, car
beaucoup de véritables enzymes sonl paralysées ou délruaites
par les produils de décomposition qirelles ont engendrés.

Sioon ajoule, dlapres Harvey, & ¢ cealimelre cube de faible
solution de Juciférase, successivement, plusicurs fois, 1 centi-
metre cuibe d’une solulion concentrée de luciférine, on voit que
la Tumiére de la précédente addilion a disparu apres la qua-
trieme addition de 1 centimetre cube el qu’elle ne reparait pas.

Par un inexplicable raisonnement, Harvey conclut de ce fait
que la luciférase est usée, puisqi’il n’y a pas de lumiére, malgré
fa présence d’un exces de lucilérine dans le mélange ct, pour-
tant, il ajoute, que la lumidre reparait dans fe mélange quand
on ajoule de 'eau fraiche !

Toute aulre personne, non dominée par un parti pris, par une
idée préconcue, cil simplement pensé que la luciférase (photo-
génine) n’était pas délruite, mais simplement inhibée par la con-
centration progressive des produits de décomposition, puisque
Paddition d’eau fraiche, la simple dilution du mélange éleint
suffit & rétablir la lumiére |

Je n’ai pas prétendu que la luciférase ne pouvait pas, comme
d’autres enzymes d’ailleurs, subir une usure, mais sculement
que celle-ci n'esi pas proporiionnelle & celle de la luciférine,
commnie Uest par exeriple la quantité d’oxygéne consommée potir
Poxydation de cette derniére.

Harvey, il est vrai, déclare qu’on peut seulement conclure que
si la luciférase est capable d’user une grande quantité de luci-
férine, elle est elle-méme changée en quelque maniére dans la
réaction et [init par disparailre ; et plus loin (p. 338) : « bien
que I’évidence conduise & savoir que la luciférasc (photogénine)
est usée, elle ne 'est pas, & beaucoup prés, aussi rapidement
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que Poxydase de la Pomxme de terre dans la production de la
Iumiére par le pyrogallol ».

Si nous faisons, dit encore Harvey, I'expérience qui consiste &
ajouter 1 centimetre cube de solution de luciférase & 1 centi-
metre cube de dilution de luciférine dans 5o centimétres cubes
d’eau, une brillante lumiére apparait et se maintient dix &
quinze sccondes. Mais le liquide ne donne plus de lumiére
quand, aprés extincelion, on rajoute de la luciférase.

N’est-ce pas 14 encore une preuve évidente du trouble qu'une
idée précongue peut apporter dans la logique du raisonnement.
I est clair que si le prinecipe oxydable a ¢ détrait par agent
oxydant, ce n’esl pas en ajoutant une nouvelle quantité de ce
dernier qu’on obtiendra de la Tumitre : ¢’est comme si on
entreprenait de faire du feu en soufflant sur les cendres !

Peut-8tre, dit encore une fois Harvey (p. 338), le fait que la
(hueiférase) photogénine est usée n'est pas une preuve suffisante
pour condamner Popinion que ¢’esl une enzyme, puisque plu-
stecurs enzymes sont empoisonnées ou détruiles par les pro-
duits de la réaclion, mais malgré ses 1égilimes scrupules, il
s'empresse d'ajouter @« Je pense qu’il est préférable, pour le
moment, d’annuler la terminaison ase ! » 1l lient, cela est évi-
dent, & créer sans nécessité un mot nouveau pour faire croire &
unc chose nouvelle. Et alors, pour sortir de 'imbroglio qu’il a
fait naitre, Harvey imagine une explication bien originale du
mécanisme chimique de la biophotogéneése.

La (luciférase) photogénine est une enzyme autoxydable,
mais elle ne peut ére aulooxydable qwavee aide de la (luci-
férine) photlophéline qui joue ici le véle de coenzyme.

Mais les expériences de Iarvey, aussi bien que les miennes,
prouvent que ce qui est auntooxydable ce n'est pas la (lucifé-
rase) phologénine, mais la (luciférine) photophéline; elle
s'oxyde méme sans le concours d’aucun agent autre que
Poxygene, libre ou dissous, d’ou la difficulté de sa conserva-
tion. Si Poxydation est lente, elle se [ait sans émission de
lumiére, si elle est brusquée par Paction d’un agent oxydant,
elle se fait avec émission de lumiére. On peut méme dire
qu’elle est autooxydable avec émission ‘de lumiere, quand,
par Vintervention de la luciférase, elle a alteint un certain
degré d’oxydation, alors le seul contact avec l'oxygéne libre
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ou dissous peut suffire & provoquer 'explosion de la lumiére
c’est au moins ce qui semble résulter de certaines de mes expé-
riences non encore publiées. Dans cetle hypothése, la lucifé-
rine non oxygénée serait un prophotogéne, comme il y a un
propigment, dont jai démontré la présence dans la glande 2
pourpre, et la luciférine oxygénée serail le phologéne capable
de fournir l'explosion lumincuse sous I'influence excitatrice
de divers agenis auxquels on pourrait alors réserver le nom de
« pholophélines » (de pholo, lumicre, et opheleo, jassisle,
jaide). Tous les agents excitateurs, favorisants de la réaction
photogénique, scraient des photophélines : agents méeani-
ques, tels que Pagitalion, agents physiques, telle la chaleur,
agents chimiques comme 'ammoniaque, 'éther, ele., A moins
que P'on ne préfere admellre que ces agenls servent simple-
ment d’excilants & Pactivité de 'enzyme oxydante, c'est-a-dive
de ma luciférasc, el ne se comportent comme les coenzymes
dont parle Harvey : il n'y a rvien 1& qui jusiilie la suppression
des expressions « luciférine » et « luciférase » qui semble dtie
le but visé par Harvey.

Pour cette derniére, la terminaison « ase » me parail devoir
¢lre maintenue & cause de ses nombreuses propriéiés commu-
nes avee les oxydones, en particulier, el avee toutes les enzy-
mes, en général. Ceei ne veut pas dive qu’il soil impossible de
dégager de la luciférase un corps chimique plus simple capa-
ble d’oxyder la luciférase. On sail que les enzymes oxydanles
résullent de T'associalion d’'une subslance organique colloi-
dale avec une substance minérale qui peut étre manganique,
cuprique ou ferrique. Or, j'ai précisément moniré que de tels
agenls peuvent provocuer Poxvdation avee Tumicre de la luci-
férine. 11 se peut d’ailleurs qu'il existe, non plusicurs genres
de luciférase, mais plusicurs variéiés, dans lesquels ces corps
puissent se substituer les uns aux autres. Ge qui peut renfor-
cer cette hypothése c’est que dans les organes photogénes du
Pyrophore j’ai trouvé beaucoup de manganese, tandis que ce
que l'on rencontre dans ceux de la Pholade c’est un mélange
de composés ferreux et ferriques.

On a imité artificiellement les zymases oxydanles en ajoutant
un corps oxydant thermostabile & une matitre organique
colloidale. On peut, de méme, obtenir une imitation de la
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luciférase en ajoutant a la sécrétion de la Pholade, éteinte par
la chaleur a 7o degrés, une petile quantité de KMnO,. La
lumiére reparail, puis s’éteint par usure de la luciférine. S’il
reste dans la liqueur un léger exceés de KMnO,, quand on a opéré
& froid, celui-ci persiste assez longtemps sans réduction, et
peut ainsi rallumer une nouvelle quantité de luciférine. Mais,
si Pon chaufle préafablement la Liqueur, le petit exceés de
KMnO, qui avait persisté est brusquement réduit par les malic-
res organiques, el le pouvoir oxydant du mélange est délruil,
comme le serait celui de la luciférase dans les mémes condi-
tions.

Jai méme pu dégager par I'aclion de 'alcool sur la luciférase
au principe oxydant, lequel isolé des substances organiques,
qui l'accompagnent dans la séerélion photogeéne, devient ther-
nostabile, comme le serait KMnO, dans les mémes condilions.

Je lui donne provisoivement le nom d'oxyfére (qui apporie
Foxygéne) en allendant d’avoir pu fixer exactement sa compo-
silion chimique. J'y reviendrai dans un prochain mémoire.

L’existence de ce corps n'implique nullement la suppression
de la terminaison ase dans le mot luciférase ct encore moins
celle dumot lui-ménie en entier.

Mais que Uon se place & un poinl de vue ou & Pautre, il reste
délinitivement ¢labli que

Le méeanisme de lu hioplologénése est réduclible en derniére
analyse @ une réaction exigeant le conflit de deur substances
el de Forygéne libre en présence de Ueaw. L'une des deux
subslances esl ocydable avec lumidre, la seconde accélére
Poxydalion : ¢’esl @ lu premiére que Raphaél Dubois a donné le
nom de luciférine et a la seconde le nom de luciférase, en raison
de ses analogies avec les enzymes, en géndral, et avec les
orydones, en particulier.

La biophotogénése renlre done délinitivement dans le cadre
des CHIMIOXYLUMINESCENCES. _

Toutes les discussions & venir ne sauraicnt porter que sur des
points de détail d’'une importance d’ailleurs trés secondaire.

La puissance éclairante de la séerétion de Cypridina parait
¢tre, dapres les recherches d’Harvey, aussi-grande que celle de
la sécrétion de la Pholade dactyle. La lumiére est encore visible
avec une dilution de la sécrétion photogéne de 1.600.000.000.
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Que serait-ce, dit Harvey, avec des subslances pures ? Et quel-
les conséquences pratiques ne pourrait-on attendre de la syn-
thése des substances photogénes naturelles ou simplement de
Pimitation artificielle compléte de ce procédé d’éclairage !
Harvey he doute pas que le résultat pratique serait considé-
rable. ~

CONCLUSIONS

1° Forster a méconnu les connexions existant enire les élé-
ments sécréteurs de Pholas daclylus el les segments contrac-
tiles, qui les relient au sysléme nerveux ; cependant ils exis-
tent également pour les glandes photlogeénes de Phyllirohé
bucéphale; il a pris des clasmalocytes pour des éléments glan-
dulaives unicellulaires fixes, de méme ¢ue Riechensperger ct
Trojan;

2° Ulric Dahlgren a prétendu, a tort, que jai conclu de
mes recherches, que la véaction phologéne a licu en dehors de
la Photobactérie : il atlribuc, par errcur, a d'aulres auleurs,
divers résultats que j’ai publiés avant eux;

3° Piérantoni a attribud, & tort, la luminosité du Ver luisanl,
et d’autres animaux photogeénes, & un phénomenc de symbiose
bactérienne : il s'appuie sur unc hypothése de Bongardt, que,

par avance, j'avais démontrée inexacle;
"~ 4° Les Photobactéries peuvent s’organiser en pseudocellules,
olt Pon constate des phénomenes analogues & ceux que l'on
observe dans les cellules des organes phologtnes des Insecles ;

5° Ces pseudocellules sont de petites zooglées, mais elles
font penser aux conceptions de Béchamp et d’Altmann sur les
rapportls des microbes avee les ¢léments ultimes constituants des
cellules que jai appelées « vacuolides »;

6° Les recherches de Harvey sur les Pholobactéries conlir-
ment les résultats, antérieurs a elles, de mes propres recherches.
Mais Harvey attribue & Molish des résuliats que j'ai fait con-
naitre avant cet auleur. D’ailleurs, ce dernier, lui-méme, me
réédite souvent sans me citer, sauf quand il croit devoir criti-
quer mes idées. Harvey parle aussi des résultats obtenus par
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Mce Dermolt, comme s'ils étaient antérieurs aux miens, ce qui
esl inexact, surtout en ce qui concerne la démonstration que
la luciférine n’est pas un lipoide;

7° En ce qui concernc mes recherches générales sur la biopho-
togénése, Harvey confirime l'exactitude de mes rvésultats et de
mes explications théoriques en les complétant. Il montre que
la luciférine d’une espece peut donner de la lumiére avec la
luciférase d’une autre cspéce et vice versa ;

8 1l confirme encore mes conclusions en montrant, a son
tour, que la luciférine et la luciférase sont facilement altérables
spontanément, et quelles peuvent méine réagir I'une sur 'au-
tre, en Tabsence d’oxygene, dans certaines circonstances, sans
donner de lumicre. 11 a omis d’indiquer le procédé que jai
invent¢é pour cntraver lallération spontanée de ces produits
isolés ou réunis, en produisant la saluration de lear sol avee le
sucre;

¢ Harvey constate Ja présence de la luciférine dans les Pho-
lobacléries. Iy admel ¢galement la présence de la luciférase,
mais cetle derniére ne peul en élre extraite par les méthodes
chimiques ordinuives, parce quelle y est & I'élal endoenzyme.
Avee de la luciférine de Photobactérie el de la luciférase de
fuciole on peut oblenir de la lumiére;

1o” Havvey fait errcur lorsqu’il éeril que jai expliqué la
réaction phologénique par action d’une subsiance « thermo-
labile » sur une aulre sabstance « thermostabile ». La lucifé-
rase el la luciférine sont foutes deux thermolabiles : la pre-
micre vers 65 degrds el la scconde un peu au-dessus de 70 de-
grés cenligrades ;

11* Harvey conlirme une autre de mes conclusions, a savoir
que Ja luciférase nest pas, sous lous les rapports, semblable
aux oxydases. Glest, d’ailleurs, pourquoi je l'ai rapprochée
des oxydones;

¢ Aprés avoir rappelé les recherches de Radziszewski, sur
Poxydalion photogéne de quelques composés chimiques dans
des conditions incompatibles avec la vie, Harvey dit que Trautz
en a découvert d’autres, mais il passe sous silence celles que j'ai
personnellement fait connaitre, saut en ce qui concerne P'escu-
line, bien qu’elles aient donne hou & dmtelessantes apphcd-
lions pratiques ; . - . oo : :
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13° Sappuyanl sur mes propres expériences el sur les sicn-
nes, Harvey déclare que Dexistence de la luciférase et de la
luciférine ne fait aucun doute, non plus que la possibilité de
séparer ces deux substances. Il reconnail que cette découverte
appartient entiérement au professeur Raphaél Dubois;

t4° Il existe peut-étre quelques variétés spécifiques de luci-
férase et de luciférine, mais le processus physiologique fonda-
mental est le méme partout;

15° La nature chimique de la luciférine n'est pas inconnue,
comme 'avance Harvey : la luciférine de Pholas daclylus est
une matiere protéique de la catégorie des albumines natu-
velles; il en est de méme pour la luciférine des autres organis-
mes lumineux ;

16° Harvey reconnalt que le nombre des animaux avec les-
tyyuels on peut tenter une analyse chimique sont peu nombreux :
‘il a pu extraire des Lucioles du Japon ef d'un Crustacé Ostracode
du méme pays, deux principes correspondant d la luciférase el
a la Tuciférine de Dubois;

17° La difficult¢ d’obtenir ces produils & I'état neltement
séparé, el Perveur initiale d’Harvey que la luciférine est « ther-
moslabile », Fonl conduit a attribuer a I'un des deux agents
phologénes de Dubois, certaines propriétés appartenant a 'au-
tre, et réciproquement. Il a vainement essayé certaines réac-
tions indiquées par K. Dubois, pour caractériser la luciférine
(oxydation photogéne par permanganale de potasse, par bioxyde
de baryum, ctc) avee des extrails ol elle avail été préalable-
ment détruite par I'ébullition. I1 devail en &tre ainsi, et cetie
mauvaise expéricnce est devenue le point de départ d’un
facheux imbroglio;

18 Contrairement a toul ce que 'on sait des organes glandu-
laives photogenes, dans la série animale, Harvey localise la huci-
férase exclusivement dans les cellules phologénes cl trouve de
la luciférine dans les parties non lumineuses de Cypriding,
ainsi que dans le corps de nombreux animaux non photogénes ;
c’est le contraire qu’il fallail dire !

19° Harvey ne parle pas des expériences faites avant lui sur
les Cruslacés phologénes, et semble ignorer qu’elles démon-
trent nettement quc dans les glandes luniineuses de ces ani-
maux la luciférine et la luciférase existent a la fois, puisque la
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lumiére peut se produire dans la cellule glandulaire elle-méme;

20° Harvey a obtenu de la lumiére en faisant agir divers
corps non oxydants sur la sécrétion éteinte spontanément de
Cypridine. Ce résultat n’infirme nullement les résultats de
R. Dubois, ils montrent, au contraire, le role d’excitateurs de
la réaction qu’il a signalé pour divers corps, en particulier, pour
Iéther. La cytolyse des vacuolides parait jouer le réle prépon-
dérant dans ce phénomeéne d’'ordre accessoire. Toutefois, il
faut retenir que dans les réactions entre colloides principale-
ment, il faut tenir le plus grand comple des conditions d’équi-
libre physico-chimique, lesquelles peuvent étre modifiées par
une foule d’agents chimiques, physiques et mécaniques non
oxydants. Mais la lumiére ne peut reparaitre alors dans une
liqueur éteinte qu’autant qu’elle contient encore de la lucifé-
rase, ou son noyau oxydant, et de la luciférine;

21° En raison des interprétations incorrectes de ses expérien-
ces, Hlarvey en arrive & supposer qu'il existe pour les Cruslacés
un processus spécial. Pourtant, il admet toujours que la lumiére
résulte du conflit de deux agents distincts, isolables, avec oxy-
dation en présence de l'eau ;

22° Dans 'explication d’Harvey, c’est le principe oxydant de
Dubois (la luciférase) qui devient le principe oxydable, ct
méme autooxydable. La luciférine de Dubois aiderait seulement
a loxydation, par un mécanisme que n’explique pas Harvey,
mais qui se rapprocherait de celui des coenzymes. Elle parla-
gerait cette propriété avec le chloroforme, I'éther, la saponine,
le chlorure de sodium, etc., elc.;

23° Harvey propose, en conséquence, de remplacer les mots
luciférase et luciférine par deux mots nouveaux, « photogé-
nine » et « photophéline », correspondant respectivement
cependant a la luciférase et & la luciférine. La raison de cettc
proposition de « démarquage » ne peut échapper aux moins
clairvoyants. 11 suffit de lire attentivement le mémoire d’Harvey
et la critique que j’en présente dans ce travail, pour demeurer
convaincu qu’il n’y a rien 4 modifier dans mes conclusions, qui
restent les mémes dans tous les cas, ni dans les mots que j’ai
créés pour désigner les deux substances photogénes que j'ai
découvertes. :

Le néologisme « photophéline » (photos, lumiére, et opheleo,

Soc. Linn., T. Lx1V, 1917 11
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j'assiste, j’aide) imaginé par Harvey pourrait, & la rigueur,
étre conservé pour désigner les agents activants de la réaction,
et ils sont nombreux dans U'ordre mécanique, physique et chi-
mique. Quant a 'autre expression de « photogénine », elle ne
peutl qu’indiquer la substance qui, par son oxydation, engen-
dre (genao, j'engendre) la lumiére, el ¢’est ma « luciférine »
Il n'est pas nécessaire d’étre un logicien de prefession pour
lirer ces conclusions, méme des éerits d’Harvey, a4 lexclusion
des miens.

24° Le mécanisme de ta biophotogénése est réductible, en der-
nic¢re analyse, & une réaclion exigeant le conflit de deux substan-
ces el de Poxygéne libre en présence de l'eaun. L'une des deux
substances est oxydable avec émission de lumicre; la seconde
accélére 'oxydation de la premidre. Clest & la premiére que
Raphaél Dubois a donné le nom de luciférine, et & la subs-
tance oxydante le nom de luciférase, en raison de ses analo-
gies avec les enzymes, en général, el, en particulier, avec les
oxydones ;

La biophotogénése rentre done définitivenient dans le cadre
des Chimiozyluminescences par oxydation indirecte. Gest une
des rares fonclions physiologiques que 'on ail pu réduire a un
phénomeéne physico-chimique, susceptible d’étre reproduit
in vitro.

25° La biophotogénetse constitue un des plus beaux chapitres
de la physiologic générale, ¢’est-d-dire de I'étude des phéno-
menes de la Vie communs aux animaux et aux végétaux
il doit étre placé sur le méme plan que la biothermogénése et
la bioélectrogéneése.

ADDENDUM

Ce n’est que plusieurs semaines aprés la rédaction de ce
mémoire que j'ai regu, du professeur Ulric Dahlgreen, la
troisiéme partic de sa belle publication : The production of
light by animals (Worms, Crustaceans, and Lower Insects)
@3, 1917). On y trouve de trés bonnes figures et des descrip-
tions anatomiques et histologiques du plus grand intéréi,
d’aprés les travaux originaux de divers auteurs. Une analyse
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détaillée de lI'ensemble du travail du savant américain sera
publiée ultérieurement. Pour le moment, je me contenterai de
présenter quelques réflexions au sujet de certains points ayant
trait aux idées cxposées dans plusieurs publications person-
nelles antérieures, particuliéerement dans ma critique du tra-
vail de Forster (1) et dans le présent mémoire.

1° La figure 1 (p. 3), d’'une coupe de la région lumineuse de
Polycirrus aurantiacus, de méme que la figure 23 (p. 35), d’'une
coupe de I'épithélium du Chatoplerus, me paraissent, ainsi
que les descriptions qui les accompagnent, de nouveaux argu-
menis en faveur de ce que j’ai dit a propos de la Pholade, i
savoir que l'on avait fort bien pu prendre pour des glandes
unicellulaires des cellules migratrices ou clasmatocytes, char-
gées de granulations (vacuolides) de luciférine, s’insinuant
entre les éléments de I'épithélium de revétement pour fournir
une sécrétion par clasmocytose contribuant i la formation du
licquide photogeéne.

2° La figure 1o montre la coupe de l'organe photogéne d’'unc
élvtre d’Acholee astericola. Les cellules photogénes n'ont pas de
membrane basale, mais, comme les autres cellules de ’hypo-
derme, elles sont réunies avec le tissu connectif sous-jacent
par plusieurs cordons rameux de leur cvtoplasme proximal,
comme cela se voit souvent chez les Vers et Arthropodes, et
plus rarement chez les Mollusques et les Vertébrés. Qu’il me
soil permis de rappeler que ce sont précisément des éléments
de cette nature que j’ai déerits et figurés dans mon ouvrage
sur PAnatomie et la Physiologie de la Pholade dactyle (1),
apres les avoir isolés par dissociation des organes lumineux de
ce Mollusque photogéne. Je suis surpris que ces connexions,
qui ne sont pas sans rapports avee celles qui ont été signalés
par Trojan pour les cellules phologénes du Phillyrohé, aient
pu échapper a Forster, comme je I'ai fait remarquer au début
de ce mémoire et dans ma note antérieure (1), sur 1’Anatomie
et la Physiologie de Pholas dactylus.

3° En ce qui concerne les Vers de terre lumineux, il ne sau-
rait y avoir d’hésitation, mais Dahlgreen ne parle pas de mes
recherches & ce sujet (v. & et B). Le mucus photogene est bien

(r) Ann. de I'Univ. de Lyon, fasc, II,. 1892.
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" le résultat d’une sécrétion glandulaire el non d’une infection
par un Ghampignon ou une Photobactérie. Ces Vers ne sont pas
lumineux toute I'année, et c’est ce qui a fait croire que dans la
méme espéce il y a des individus anormalement lumineux.

4° Le rdole des muscles dans léjection du mucus lumi-
neux décrit par Doflein (p. 41-42), chez Pyrocypris, Cruslacé
Ostracode esl un exemple lypique & ajouter i ceux que j'ai
signalés, pour montrer que cest par Uintermdédiaire des élé-
ments contractiles que le systéme nerveux agit sur le fonction-
nement des glandes (2). La figure 2, empruntée & Doflein, est
trés démonstrative.

H° A propos de mes recherches anciennes sur les Myriapodes
phosphorescents (Scolioplanes), Dahlgreen a reproduil une
opinion que j’ai abandonnée depuis longtemps, a la suile de
recherches subséquentes. Chez ces Myriapodes, comme chez
‘Orya barbarica, le liquide photogeéne est exclusivemendi fourni
par des glandes unicellulaires culanées,

6° L’abondance des cristaux que j'ai constatée dans le mucus
photogéne des Orya barbarica m’avait fait supposer que Ia
lumiére pouvait ¢lre un phénoméne de cristallo-luminescence.
On peut se demander, en effet, si, en derniére analyse, I'émis-
sion de lumiére n’est pas lc résultat de la cristallisation des
produits résultant de 'oxydation de la luciférine, ou bien de
I'incandescence de particules trés petites, possible méme au
sein d'un liquide. S’il fallait opter entre ces deux hypothéses,
je préférerais la premiére, puisque mes recherches, contrdlées
par celles de Very et Langley, ont prouvé qu’il s’agissait de
lumiere froide. Mais cela ne modifie en rien de ce que j'ai dit
du mécanisme intime de la biophotogénése, qui reste définiti-
vement classée dans la catégorie des Chimioxyluminescences.

7° Enfin Dahlgreen cite quelques-unes des derni¢res recher-
ches de Harvey, sans parler des précédentes, qui confirmaient,
en les généralisant, mes conclusions personnelles. 11 dit
qu'Harvey a suggéré que le processus photogéne ne devait pas
étre le méme chez Pholas dactylus et chez les autres animaux,
ou bien que je me suis trompé dans mes expériences.

Dahlgreen aurait pu rappeler, dans ce cas, qu'Harvey n’igno-
rait pas que ce sont mes expériences sur un Insecte Pyropho-
rus noctilus qui m’ont conduit A expérimenter sur un Mollus-
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que Pholas dactylus. Or, les résultats fondamentaux et les
conclusions ont été exactement les mémes pour le processus
photogéne, au point de vue chimique, pour 1'Insecte et pour
le Mollusque. Ensuite, si mes expériences avaient été erronées,
on n’'aurait pas manqué de le faire remarquer quand je les
ai répétées devant un public compétent (1) comme au Congrés
anglo-frangais pour 1’Avancement des Sciences, au Congrés
international de Zoologie, 8 Monaco, au Congrés international
de Physiologie, de Gréningue (Hollande), etc., et en présence
de spécialistes éminents de I’Académie des Sciences de Paris,
lel que M. Armand Gautier, pour ne citer que ce savant chi-
miste biologiste, dont les travaux sont universellement connus
et appréciés. Je pourrais citer encore nombre de notabilités
scientifiques, qui ont pu aussi répéter personnellement mes
expériences, tels le professeur Henneguy, du Collége de France;
mon collégue de I'Université de Lyon, le professeur Gouy, de
I'Institut, cte.

Puisse le présent mémoire aider Harvey a revenir a ses pre-
miéres conclusions, dont il a été détourné certainement en
prenant pour un corps thermostabile ce qui est, en réalité, un
corps thermolabile, et & apporter plus de clarté et une plus
grande logique dans l'interprétation de ses derniéres expé-
riences.

(1) V. LES ANIMAUX ET LES VEGETAUX LUMINEUX : le Secret de leur fabri-
calion et la lumiére de 'avenir. CONFERENCE PUBLIQUE AVEC PROJECTIONS ET
DEMONSTRATIONS EXPERIMENTALES, faite 4 1’Hotel de Ville du Havre, le
3o juillet 1914. (Comptes rendus du Congrés anglo-frangais de I’Association

Jrancaise pour l'avancement des Sciences, Paris, Secrétariat de 1’Association,
Hotel des Sociétés savantes, 28, rue Serpente, Paris.)
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75, 6¢ligne, lire eau sans oxygéne au lieu de oxygéne sec.:

77, 9°
83, 36°

lire ce qui prouve au lieu de ce qu'il prouve.
lire 18 au lieu de 8.

lire two an lieu de tow.

lire different au lien de dimerent.

lire dimensions au lieu de diminution.

lire luciférine au lieu de luciferase.

lire tels au lieu de tel,

La note de M. Dubois sur le Réle de la Contractilité dans le
mécanisme fonctionnel des glandes & sécrétion externe et a sécrélion
interne, annoncée comme devant figurer dans ce volume, paraitra
dans le tome LXV des Annales de la Société Linnéenne,
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