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Fernand Chodat et Nathalie Wassilieff. — Contribution
ä la definition des formes S et R de Pseudomonas fluorescens.

Une premiere etude [1] nous a montre:

1° que la bacterie Pseudomonas fluorescens Flugge-Migula se

developpe sur un milieu synthetique oü l'azote est offert
sous forme de nitrate de potassium (milieu de Turfreyer
et Wibaut modifie), sans produire de pigmentation. Le

nitrate, assimilable pour les besoins de croissance, fait
obstacle ä la synthese d'un des pigments du germe,
comme nous le verrons plus loin. La fluorescence reappa-
ralt des que le microbe dispose d'une source d'azote

ammoniacal;

2° qu'ä la suite d'une culture prolongee en milieu nitrique
(subinoculations repetees) ce meme germe s'adapte et

exprime son accoutumance aux conditions du milieu par
un verdissement brusque de la culture. Par une mutation
appropriee, le germe retablit l'expression de ses caracteres

primitifs. Cet ajustement n'est pourtant que de courte
duree: on reussit deux, trois ou quatre subinoculations de

la souche rnutee virescente qui retourne ensuite ä l'etat
gris, toutes conditions restant les memes.

Une seconde etude [2] nous a appris que l'espece Pseudomonas

fluorescens Flugge-Migula, se dissocie en formes S et R. Le

phenomene de dissociation est ipdependant de la nature du

milieu de culture, qui par contre conditionne l'expression de

la forme R.

Le probleme, pose en seconde approximation, est done de

savoir dans quelle mesure les formes S et R sont sujettes ä

produire la mutation virescente dans le milieu synthetique
nitrique.

Frequence comparee de Vevenement de verdissement.

Pour la mesurer, on cultive synchroniquement et dans les

memes conditions sur milieu nitrique les soucbes S et R. Les
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194 SEANCE DU 17 MAI 1951

tableaux genealogiques (filiation des cultures) montrent que

pour 77 cultures S, on voit apparaitre 15 fois le verdissement
et pour 101 cultures de R on note 40 cas de virescence. La
perfection du verdissement n'atteint pas toujours le meme
degre. Les estimations des teintes grises et vertes sont faites
de visu. La frequence est done deux fois superieure chez R

Courbes de croissance des formes R„ et S en milieu nitrique.

Les valeurs 20 et 40% semblent au premier abord incompa-
tibles avec la notion de mutation. II ne faut pas oublier qu'il
s'agit de pour-cents relatifs au nombre des cultures et qu'ä
Finterieur de chacune d'elles se passent des millions de

divisions cellulaires. Des qu'un germe virescent prend naissance

au sein d'une culture grise, il entre en competition avec succes

avec les germes achromes. Nous nous sommes en effet assures

par des mesures de croissance (turbidimetre de Pulfrich) que
la forme R^ se multiplie plus rapidement en milieu nitrique que
la forme S (voir graphique I).

(40%) que chez S (20%).

Hem« 24 48 72 96 120

Graphique 1.
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Pigment bleu primaire.

Les cultures sur milieu liquide synthetique nitrique, grises ä

la lumiere du jour, presentent ä partir du deuxieme jour une
fluorescence bleu de ciel en lumiere ultra-violette. Avec Page,

la fluorescence aux U-V s'accentue et la culture finit par mon-
trer ä la lumiere du jour une couleur gris bleu tirant legerement
sur le verdatre. Une substance presque incolore et de

fluorescence bleue se forme done d'emblee, tant chez la souche S

que chez R, eultivees dans le milieu minimal synthetique ä base

de nitrate. La bacterie synthetise cette molecule, correspondent
ä la composante I de Giral, dans des conditions rigoureuses de

N-autotrophie (source nitrique) et meme en presence de cyanure
de potassium comme l'a montre P. L. Wolf [3], Nous n'avons

pas encore trouve de condition permettant au germe de croitre
sans secret.er simultanement ce pigment.

Chromatogrammes de S gris et de R virescent.

Appliquant aux liquides de culture nitrique la methode
recemment decrite par l'un de nous [4], on obtient alors les

resultats suivants:
Chromatogramme de S gris sur milieu Wb (nitrate), examine

ä la lumiere ultra-violette, troisieme jour de culture; disque
central bleu, ä peine teinte de vert et borde d'une couronne
etroite, veritable lisere de fluorescence jaune orange pale.
L'epreuve de mouillage lateral developpe une tache secondaire
de fluorescence bleue; le jaune du lisere est noye par la diffusion
du pigment primaire retenu au niveau du disque central.

Chromatogramme de R virescent, memes conditions:
comparable durant les premieres quarante-huit heures ä celui de

S gris. Au troisieme jour de culture, le papier montre un disque
central vert bleuätre borde d'une large couronne de fluorescence

jaune orange. Les epreuves de mouillage lateral et de decoupage
revelent l'existence d'un pigment marginal de fluorescence jaune
et la nature composite de la teinte verte centrale: bleu + jaune.

Ces observations renouvelees indiquent que la souche R

virescente se distingue de la souche S grise par la faculte de

synthetiser le pigment secondaire jaune. La mutation labile de
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virescence consiste done ä mobiliser un Systeme d'enzymes
approprie ä la Synthese d'une molecule aux affinites flavino-
pteriniques et cela, ä partir des materiaux offerts par le milieu
synthetique nitrate.

Disons, pour etre rigoureux, qu'on note chez R virescent
l'exaltation d'un pouvoir tres discretement manifeste chez

S gris.
II nous a paru utile d'examiner si la forme sous laquelle

l'azote est offert joue un role dans la production du pigment
jaune. Le nitrate de la solution nutritive synthetique fut done,

Tableau I.

Teintes des fluorescences produites par les souches S et R
sur divers milieux de culture.

24 b. 48 h. 72 li. 144 h

s R s R S | R S R

no3 0 0 0 B B B B B

nh4 0 Vp 0 Vp Bf V V Vf

NH4 + NO3 0 V 0 V B V B V

nh2 + NO3 0 Vp B Vp B B B B

nh2 0 Vp B B B B B B

Legende- 0 fluorescence nulle; B fluorescence bleue, Bf fluorescence
bleu foncf;, Vp fluorescence vert päle, V fluorescence verte; Vf
fluorescence vert foncC.

tour ä tour, remplace par des quantites equivalentes d'azote
ammoniacal et amine (hydrolysat de caseine devitaminee). Un
second couple de milieux fut constitue en completant la solution

nitrique de base par un apport d'azote ammoniacal ou
celui d'un azote amine. Les fluorescences produites par les

souches S et R (cette derniere ä peine virescente) sur ces

quatre milieux et observees en lumiere ultra-violette, sont
inscrites sur le tableau I.
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La difference entre S et R se maintient dans ces quatre conditions

nutritives nouvelles. La souche R dispose d'un equipement
enzymatique qui lui permet de tirer parti de l'azote ammo-
niacal aux fins d'une production acceleree de pigment jaune.
A cet egard, l'azote fourni par les acides amines ne semble pas
utile ä R, ni d'ailleurs ä S. Ce dernier verdit en presence d'azote
ammoniacal, quoique avec plus de lenteur que R et ä condition
que le nitrate soit absent du milieu.

s R

Glycocolle B B
Cysteine B B
Cafeine B Bv
Histidine B Bv
Acide urique B V
Uree + acide malique B V
Uraciie + alloxane B V
Tryptophane B V
Glutathion B V
Acide nicotinique B Yf
Tyrosine B Yf
Asparagine B Yf

Legende: Fluorescence B bleue; Bv bleue verte; V verte; Yf vert
foncö.

Un dernier essai confirme la superiority de R en ce qui
concerne la production de fluorescence verte. On ajoute ä la
solution synthetique nitrique, ä raison de 10 mg par litre,
diverses molecules ou melanges en vue d'en eprouver la valeur
fluorescigene. Ces complements ont ete choisis en raison de

leurs proprietes purique, purinogene, pyrimidogene et pterino-
gene (acides amines non compris).

S'il est premature de tirer des conclusions quant ä la valeur

precurseur de ces apports, il est aise de voir le parti que la
forme R en tire pour la biosynthese du pigment d'affinite
flavino-pterinique et de constater la passivite de la forme S en
leur presence.
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Conclusions.

1. L'etat actuel de nos connaissances permet de representer
la labilite genetique de Pseudomonas fluorescens Flugge-Migula
par le diagramme suivant:

S^- Rv

Graphique 2.

L4gen.de: Trait plein observe;
pointi!16 hypothöse.

2. Les documents phenogenetiques que nous avons acquis

sur ce microbe peuvent se resumer comme suit:

Substrat exogene Pigment
Souches organique Colonies jaune

s absent lisses nul
S present lisses faible
R absent lisses nul
R present ridees fort
Sv absent lisses faible
Rv absent lisses fort

Tout se passe comme si S possedait en faible dose et R en

forte dose, l'appareil enzymatique E necessaire ä la synthese
du pigment de fluorescence jaune. Une meme mutation, qui
modifie E en E', surgit chez S et R, deux fois plus frequemment
chez ce dernier. Cette mutation respecte la difference initiale
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des doses d'enzyme. La mutation dite virescente fait passer
les germes de la chromoheterotrophie ä la chromoautotrophie.
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Emile Briner, Bernard Susz et Edouard Dallwigk —
Introduction aux recherches sur la determination des spectres

d'absorption infra-rouge des ozonides organiques.

Comme l'a montre Harries, dejä en 1905, les ozonides

organiques se forment par la combinaison de l'ozone avec des

composes ä double ou ä triple liaison. Pour un corps ä double

liaison, par exemple le trans-stilbene, C6H5 — CH CH — C6H5

que nous avons specialement etudie, une molecule d'ozone se

fixe sur la double liaison qu'elle sature.
Diverses constitutions ont ete proposees par les chimistes

organiciens pour les ozonides; les principales sont:

O—0—0 O 0=0
C6II6—CH (Li—C6II6 C6H6—dlH—dlH—C6H5

Harries Erdmann

C6H5—C H—O—O—C H—C6 H5

Staudinger
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