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De ces trois courbes, on peut tirer les observations suivantes:

— le rapport chlorite/mica est constant dans tous les groupes
— le rapport mica/mixed-layer augmente plus les mineraux deviennent fins.

— le rapport chlorite/mixed-layer augmente fortement lorsque les mineraux
deviennent fins.

Enfin, en comparant les deux series de diffractogrammes, il est possible de placer
les differents mineraux dans l'ordre de frequence croissant suivant:

Montmorillonite
Talc
Mixed-layer
Illite
Chlorite

En conclusion, les argiles presentes dans la moraine, et qui repondent reellement
ä la definition, c'est-ä-dire: taille des grains egale ou inferieure k 2fi, sont en quantite
tres reduite; la majeure partie de ces echantillons est constitute par du materiel

detritique beaucoup plus grossier.
Geneve, Laboratoire de Mineralogie

de l'Universite
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Seance du 19 mars 1964

Sobhy GOUDA. — Surproduction de cytochromes due ä la presence de glyoxylate
chez Pseudomonas fluorescens.

Le glyoxylate introduit comme substrat hydrocarbone complementaire dans des

milieux de culture de Pseudomonas fluorescens determine ä des doses relativement
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peu elevees une inhibition complete de la biosynthese pigmentaire [1], Contrairement
ä d'autres substances provoquant Tachromie, telle que le nitrate [2] ou le glucose [3]
le glyoxylate possede un pouvoir anabolique marque [1].

Selon nos propres observations et celles d'Elliott [4] la quantite de pigment
excretee par la bacterie est proportionnelle au degre d'aeration des milieux de

culture.

D'apres les travaux de Lenhoff [5-6] l'aeration des milieux de culture est le

facteur determinant pour l'adoption par Pseudomonas fluorescens d'un Systeme de

respiration terminale d'un type soit essentiellement flavinique *, soit essentiellement

cytochromique. L'observation de la stimulation de la biosynthese des cytochromes
dans des conditions de faible aeration observee par Lenhoff [5] semble avoir acquis
maintenant un caractere plus generalise. Moss [7] a observe des modifications simi-
laires. L'existence d'un Systeme de regulation interne qui reglerait le rapport endogene:
cytochrome/flavine * et qui serait sensible au taux d'oxvgene disponible pour la
bacterie doit etre envisage.

Rosenberger [8] trouve que l'oxygene est le facteur determinant pour le choix
d'un type de respiration par Pseudomonas fluorescens Cependant cet auteur en
utilisant le succinate comme facteur hydrocarbone limitant dans ses cultures, trouve
que ce substrat possede un effet dans des conditions normales d'aeration sur la stimulation

de la synthese des cytochromes, toutefois cet effet est de loin inferieur ä celui
observe lors de la diminution du taux de l'oxygene.

L'introduction de glyoxylate dans des milieux de culture de Pseudomonas
fluorescens determine une achromie complete des milieux de culture meme sous une
forte tension d'oxygene [1], On sait qu'une forte pigmentation est le signe d'un
metabolisme microbien en aerobiose caracterise par un Systeme flavinique predominant.

Le present travail mettra en evidence si Taction du glyoxylate se manifeste

uniquement au niveau de la biosynthese pigmentaire, c'est-ä-dire sous la forme d'une
inhibition specifique et localisee, sans affecter lcs systemes respiratoires de la bacterie;
ou que par contre, la disparition du pigment coincide justement avec l'adoption par
Pseudomonas fluorescens d'un Systeme de respiration terminale riche en cytochromes.

Materiel et Methode

Germe: Pseudomonas fluorescens, souch B 52 de la collection de TInstitut de

Botanique generale de TUniversite de Geneve.

* Le terme flavine est utilise dans le sens d'une flavoproteine fonctionnant comme etape
d'oxydation terminale et non pas comme faisant partie de l'etape initiale du transport electronique
dans le Systeme cytochromique.
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Milieu de culture: nous avons utilise un milieu dont la composition est la
suivante:

Sulfate de magnesium 0,3 g
Phosphate de HK2 0,3 g
Nitrate d'ammonium 2,0 g

Pyruvate de Sodium 1,0 g
Sulfate ferreux 0,5 mg
Eau distillee ad 1000 ml
pB fixe ä 7.0 avec NaOH 10%

Ce milieu a ete reparti dans des erlenmeyers de 150 ml contenant chacun 50 ml
de liquide. Une serie de flacons a ete traitee par adjonction d'une solution de 0,5 ml
de glyoxylate de sodium pour avoir une concentration finale dans les flacons de 0,1 %

de glyoxylate. Le glyoxylate a ete introduit aseptiquement avant l'inoculation ä partir
d'une solution concentree, filtree selon les processus usuels pour l'obtention de filtrats
aseptiques.

L'estimation du trouble de croissance a ete faite par nephelometric, devaluation
de la quantite de pigment synthetise a ete faite sur le surnageant des centrifugations
des milieux de culture avec un spectrophotometre Bekman DU ä des longueurs
d'onde de 410 et 420 millimicrons qui representent le maximum d'absorption de ce

pigment dans le spectre visible [9].
La detection et l'estimation des cytochromes dans les bacteries ont ete realisees

selon un procede similaire ä celui utilise par Shibata [10] pour l'observation directe
des suspensions microbiennes.

L'etude de la consommation de l'oxygene par des suspensions de bacteries a ete

faite par la methode manometrique de Warbourg. Les auges contiennent un volume
total de liquide egal ä 3,0 ml qui se repartissent de la fa?on suivante:

—2,4 ml d'une suspension bacterienne issue d'une culture ägee de 48 heures centri-
fugee et dont le culot bacterien a ete resuspendu dans un tampon phosphate de

pB 7,2 M/150, de telle fa?on que nous ayons approximativement 40 mg de poids
frais bacterien par auge.

—0,3 ml d'une solution de substrat oxydable contenant 2 mg de succinate, d'acetate

ou de pyruvate ajoutee ä la suspension bacterienne.

—0,3 ml de KOH ä 20% dans le compartiment central pour permettre le calcul par
la methode directe de 02 consomme.

Pour l'etude de l'effet du glyoxylate sur des suspensions bacteriennes, testees par
la methode de Warbourg, nous avons ajoute au cours de l'experience, par 1'interme-
diaire de l'auge laterale 0,3 ml d'une solution de glyoxylate (2 mg) dans la suspension
bacterienne (2,4 ml) dejä dotee d'un substrat oxydable (pyruvate ou acetate).
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Resultats

Les culots bacteriens provenant d'une culture agitee, ägee de 48 heures, fournis

par une centrifugation de 20 minutes ä 12.000 g presentent une coloration variant
entre le rose net et le brun rose pour les germes obtenus ä partir des milieux ayant
contenu du glyoxylate comme source hydrocarbonee supplemental. Par contre les

bacteries issues d'une suspension cultivee dans des conditions similaires mais sans

glyoxylate ne possedent pratiquement pas de coloration visible, ou tout au plus une

legere teinte rosee.

Fig. 1.

Bacteries issues d'un milieu de culture äge de 24 heures sans glyoxylate (ä gauche)
et avec glyoxylate (ä droite).

Grossissement 2.400 fois, coloration au violet de gentiane.

Les bacteries observees apres fixation et coloration ont des dimensions nettement
dissemblables pour les deux systemes. Celles qui ont ete glyoxylatees presentent des

formes geantes et souvent liees par groupe de deux ä quatre germes (fig. 1). Les

bacteries issues d'un milieu ne contenant pas de glyoxylate presentent une impor-
tante fluorescence bleue; remises en suspension dans une solution tampon elles ne

tardent pas ä secreter un pigment incolore fluorescent en bleu qui possede les memes

caracteristiques que Celles du precurseur du pigment vert fluorescent de Pseudomonas

fluorescens. Les bacteries provenant de cultures traitees par du glyoxylate ne presentent
pas de fluorescence.
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Le surnageant des centrifugations presente lui aussi des differences caracte-
ristiques. Seuls les milieux depourvus de glyoxylate sont intensement colores en vert
jaunätre fluorescent, couleur caracteristique du pigment ä l'etat adulte (fig. 2).

Fig. 2.

Spectres d'absorption de milieux de culture centrifuges avec et sans glyoxylate.

Pour l'observation du contenu cytochromique de ces bacteries nous avons adopte
une methode similaire ä celle preconisee par Shibata [10]. Nous avons interpose entre
la source lumineuse du spectrophotometre et l'auge temoin une feuille imbibee
d'huile de paraffine medicinale decoupee ä partir d'une feuille d'electrophorese. Ce

procede a ete utilise pour diminuer l'absorption specifique due ä la dispersion de la
lumiere par la suspension bacterienne. Les deux systemes de diffusion etant plus ou
moins egalises par cette methode, nous pouvons en faisant varier les longueurs
d'onde entre 400 et 650 millimicrons, observer par deduction les variations du

spectre bacterien et localiser les absortions typiques dues aux pigments cytochro-
miques entre les longueurs d'onde de 500 et 600 millimicrons.

Pour eprouver la fidelite des lectures obtenues en utilisant cette methode, nous
avons surcharge par une solution de titre connu en cytochrome c d'origine animale
des suspensions bacteriennes diverses. Nous avons pu nous rendre compte que les
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absorptions specifiques augmentaient proportionnellement ä la dose de cytochrome
ajoutee. Par consequent cette observation directe nous donne une image reelle du
contenu cytochromique et nous permet d'apprecier avec une precision süffisante la
difference qui existe entre deux systemes examines.

Spectres d'absorption de suspensions bacteriennes observees par la methode directe
apres reduction ä l'hydrosulfite de sodium.

Bacteries cultivees en presence et en absence de glyoxylate.

Les germes centrifuges ä partir d'un milieu glyoxylate, resuspendus dans un

tampon phosphate de /;H 7,2 M/15 de telle fagon que nous ayons approximativement
40 mg de poids frais par ml de suspension ont ete observes avant et apres reduction
avec l'hydrosulfite de sodium. Ces suspensions de bacteries montrent le spectre
typique du cytochrome c bacterien isole par Lenhoff chez Pseudomonas fluorescens,
soit une bände alpha ä 550, beta ä 520 et une bände de Soret ä 418 millimicrons. La
diminution rapide de l'absorption entre 550 et 570 continue par un palier qui s'etend

au delä de 600 millimicrons (fig. 3).

Les germes issus de cultures depourvues de glyoxylate ne presentent pas le spectre
typique des cytochromes, tout au plus une legere denivellation au niveau de ces

longueurs d'ondes. Si nous tenons compte des observations de Lenhoff [5] sur la
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teneur en cytochromes des germes cultives en milieu bien aere, nous pouvons dire
selon nos estimations comparatives, que les bacteries formees au contact du glyoxylate
ont une teneur en cytochrome environ 5 ä 10 fois superieures ä celle des cultures

depourvues de glyoxylate.
Les memes experiences ont ete realisees en variant la concentration du pyruvate

de 0,05% ä 1,00%. A mesure que la source hydrocarbonee augmente, l'absorption
tvpique observee precedemment et qui etait celle du cytochrome c bacterien varie
considerablement: les zones des maximas (520 et 550) deviennent plus etendus et font
apparaitre des pics secondaires 520-525, 550, 560 et 585. Par consequent l'enrichisse-

ment des milieux en susbtance hydrocarbonee favorise l'apparition de nouvelles
substances ayant une absorption dans les zones specifiques des cytochromes. Cette
seconde observation nous rapproche des travaux de Smith sur le spectre de Pseudomonas

fluorescens (tableau 1).

Tableau 1

Cytochrome c de Ps. fluorescens, Lenhoff 520* 550 415
Observation directe, bacteries glyoxyla-

tees, pyruvate 0,1 % 520 550 418
Spectre direct selon Rosenberger 525 551-556 560-565 417
Spectre direct selon Smith 523 552 560 580 424
Observation directe, bacteries glyoxyla-

tees, pyruvate 1,0% 520-525 550 560 585 425

Parallelement, les cultures ne contenant pas de glyoxylate accusent un enrichisse-

ment en pigment vert fluorescent proportionnel ä la dose du substrat hydrocarbone
(tableau 2).

Tableau 2

Pyruvate
Pigment

410 420

0,05% 0.120 0.105
0,10 0.308 0.284
0,20 0.520 0.490
0,50 1.182 1.204
1.00 1.340 1.380

Les lectures sont exprimees en logarithme d'extinction. 11

n'existe pas de proportionnalite entre les valeurs d'absorption ä
410 et 420 millicrons, le maximum d'absorption du pigment dans
le visible pouvant varier suivant l'etat physiologique de la culture.

* Position des maximums d'absorption (millimicrons).
Spectres du cytochrome c bacterien extrait par Lenhoff, des suspensions de bacteries traitees

par du glyoxylate et des spectres de suspensions de Ps. fluorescens selon les travaux de Smith et
Rosenberger.
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Le glyoxylate introduit comme substrat hydrocarbone supplemental dans une

suspension bacterienne n'affecte pas le rythme respiratoire d'une fagon significative.
Nous avons utilise des bacteries issues de deux milieux differents se distinguant par
leur source nutritive hydrocarbonee (pyruvate et acetate). Ces bacteries testees par la
methode de Warbourg accusent une legere stimulation de la consommation de

l'oxvgene sauf pour le cas des bacteries issues d'un milieu pyruvate et resuspendue en

presence de ce meme substrat.

Tableau 3

Milieu de culture
initial

Substrat
oxydable

(Warbourg)
— Glyoxylate

(Warbourg)
-{- Glyoxylate
(Warbourg)

Acetate Acetate
Pyruvate

93 100%
62 - »

J- 10%
+ 5%

Pyruvate Acetate
Pyruvate

83 100%
118 »

+ 7%

- 5%

Consommation en millimetres cubes en 30 minutes pour des

suspensions bacteriennes ägees de 48 heures ä raison de 40 mg de
frais par auge. Chaque auge contient 2 mg de substrat oxydable.
Par rintermediaire de Tauge laterale, on verse dans une serie
d'auges 2 mg de glyoxylate de sodium.

Les experiences relatees dans le tableau 3 ont toutes ete realisees avec des

bacteries developpees dans des conditions dites normales, c'est-ä-dire propices ä la

chromogcnese. il nous a paru interessant de comparer le pouvoir respiratoire des

bacteries achromes et pigmentees (pigment vert fluorescent).

Tableau 4

Substrat oxydable

Op consomm£

Bacteries achromes Bacteries colorees

Acetate
Pyruvate
Succinate

72,1
95,8

266,3

167,6
237,5
253,1

Bacteries colorees: concerne le pigment vert fluorescent
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L'examen du tableau 4 comparant les deux systemes de bacteries nous permet de

tirer les conclusions suivantes: les bacteries colorees possedent un pouvoir d'oxyda-
tion superieur lorsqu'on les met en presence des Substrats acetate ou pyruvate. Pour
le succinate, cette molecule determine un pouvoir d'oxydation similaire dans les deux

cas.

Ces experiences ne nous permettent pas encore de nous rendre compte dans

quelle mesure certains systemes transporteurs particuliers peuvent etre inhibes ou
stimules. Elles nous permettent cependant d'envisager l'existence dans les systemes
colores de systemes flaviniques auto-oxydables tres efficaces tels que ceux men-
tionnes par Dolin [11].

Discussion

Resumons les principaux resultats.

1) Les variations du contenu cytochromique chez Pseudomonas fluorescens cultive
dans divers milieux sont quantitatives et qualitatives. L'observation directe des

suspensions bacteriennes par la methode spectrophotometrique preconisee, nous
a permis de delimiter avec une grande sensibilite les maximas d'absorption des

cytochromes bacteriens.

2) Nous avons montre en particular que le glyoxylate ajoute est capable de produire
dans des conditions de forte aeration un effet similaire ä celui obtenu dans des conditions

de faible aeration (4, 5, 6, 7, 8) en Tabsence de glyoxylate.

3) L'augmentation du contenu cytochromique coincide avec l'inhibition totale de

l'apparition du pigment fluorescent. Bien que le role respiratoire du pigment n'ait
pas encore ete prouve, ce dernier semble lie au processus de respiration de type
flavinique; les conditions d'aeration stimulant la synthese du pigment tel que l'a
constate entre autres Elliott [4],

Tableau 5

Condition Cytochromes Pigment Flavines

Glyoxylate 1%0

0 °/v /OO

Predominant
Reduit

Absent
Present

Reduit 1

Predominant 2

Aeration Forte
Faible
(semi-anaerobiose)

Reduit
Predominant

Present
Reduit

Predominant 3

Reduit 6

Relation entre Systeme flavinique et cytochromique et synthese du pigment vert
fluorescent. Les conditions 1 et 2 sont deduites de nos propres experiences, 3 et 4 sont fournies
par la litterature, Lenhoff et Elliott.
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4) La presence de fait dans nos experiences d'oxygene en exces accelere le processus
dynamique qui se solde par une augmentation du volume individuel des cellules
et une augmentation des frequences de division cellulaires par rapport au temoin [1].

5) Rappelons enfin que le glyoxylate peut s'incorporer directemet par la voie d'un
enzyme constitutif, la malate synthetase [12]

glyoxylate acetyl CoA malate

Nous pouvons supposer que l'exces de glyoxylate dirige le metabolisme dans le

sens d'un processus enzymatique similaire ä celui adopte par des bacteries cultivees
dans des milieux ä faible tension d'oxygene. Cette perturbation de l'horloge biologique
n'est que temporaire. Car les germes cultives dans un milieu contenant du glyoxylate,

puis recultives dans le meme milieu, perdent ce pouvoir anabolique marque dejä
dans la seconde culture. Pour conserver ce pouvoir anabolique marque il faut chaque
fois reinoculer des bacteries issues d'un milieu exempt de glyoxylate. D'autre part les

bacteries provenant d'un milieu glyoxylate et recultivees dans un milieu prive de

glyoxylate s'y developpent ä un rythme depassant celui des germes temoins, tout en
manifestant un retard dans la synthese pigmentaire, qui s'annule en fin d'experience.

C'est dans le sens d'une induction enzymatique que l'on peut considerer Paction
du glyoxylate. Nos experiences ne nous permettent pas de delimiter ä quels niveaux des

sequences enzymatiques cette induction a lieu. Toutefois les modifications rapides
des appareils du Systeme respiratoire, surgies sous l'influence de glyoxylate confirment
cette supposition.

L'induction enzymatique attribute ä la molecule glyoxylique n'inhibe pas les

Systeme enzymatiques dejä existants. Ceci est demontre par deux phenomenes: le

peu d'effet du glyoxylate sur la consommation de l'oxygene lors de son ajout ä des

suspensions bacteriennes et l'indifference des enzymes de croissance ä l'egard du
glyoxylate. Toutefois Ruffo [13] a reconnu ä cette molecule des proprietes de regulation

de la respiration cellulaire lors d'experiences realisees sur des tissus animaux
in vitro.

Dans les milieux ne contenant pas de glyoxylate, la quantite de pigment vert
fluorescent synthetise est proportionnelle ä la concentration du substrat hydro-
carbone. Par contre dans les milieux contenant du glyoxylate c'est le Systeme cyto-
chromique qui evolue dans le sens de la concentration du substrat hydrocarbone par
une augmentation du nombre des maximas decelables. Les deux systemes montrent
done une adaptation specifique. Dans le cas de la bacterie pigmente, le germe aug-
mente son mecanisme de combustion. Les bacteries de la culture contenant du

glyoxylate perfectionnent leur Systeme cytochromique pour le rendre mieux adapte
au regime qui leur est impose.

L'examen des spectres nous permet de localiser des maximas au niveau de deux

ou trois cytochromes differents dans la culture glyoxylatee et riche en substance
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hydrocarbonee. Des modifications des proportions des differents cytochromes
endogenes ont ete constates par Moss suivant la tension d'oxygene des milieux de

culture. Le cytochrome ax de A. aerogenes augmente quantitativement lorsque la

tension d'oxygene passe de 10"3 ä10~ 6 alors que le cytochrome by demeure constant.
II y a une sorte d'adaptation de toute la chaine respiratoire aux conditions exterieures.

D'apres les documents fournis par la litterature, il semble exister un Systeme de

regulation interne de la respiration. L'intensite de respiration imprime son impulsion
ä tout l'acte vital. Chez Pseudomonasfluorescens les voies de regulation sont multiples,
notamment l'equilibre entre les systemes respiratoiies flavinique et cytochromique.
A faible tension d'oxygene la bacterie synthetise le pigment le plus apte ä reagir dans

ces conditions, c'est-ä-dire le cytochrome. Dans les conditions de forte aeration
c'est le systeme flavinique, repute comme plus lent, qui s'impose. Pseudomonas

fluorescens possede des possibilites adaptatives qui lui permettent de pallier ä des

variations importantes du milieu ambiant.
Les variations phenotypiques dues au glyoxylate demeurent un cas particulier,

la bacterie egaree par l'induction glyoxylique adopte un Systeme metabolique qui
fausse son endorythme: ce manque de synchronisation entre le Systeme respiratoire
et le Systeme anabolique conduit ä l'apparition de formes geantes.

Nous tenons ä remercier le Professeur Fernand Chodat, Directeur de l'Institut
de Botanique Generale, dans lequel ce travail a ete realise, pour son inestimable appui.

Institut de Botanique generale,
Laboratoire de microbiologie et fermentations.

Universite de Geneve.
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D. RIGASSI et V. ROVEDA *. — Quelques microfossiles peu connus du

Jurassique superieur et du Cretace inferieur ultrahelvetiques.

Depuis plus d'un siecle, plusieurs auteurs ont signale la presence, en des localites

variees, de « rhyncholithes » (bees de mächoires de Cephalopodes). Differents paleon-
tologues avaient, en particulier, identifie de tels fossiles dans les series ultrahelvetiques
de Hte.-Savoie et de Fribourg. Jusque tres recemment, on ne connaissait que des

formes macroscopiques, mesurant de quelques millimetres ä 2 centimetres. J. Sigal,

en 1963, a le premier signale la presence de « rhyncholithes» microscopiques (0,4
ä 1,5 mm) dans le Barremien provenqal.

Un echantillonnage des roches marneuses de la serie oxfordienne ä barremienne
de la Veveyse de Chätel (Fribourg), serie dans laquelle des megaformes ont ete

trouvees au siecle dernier dejä, nous a livre de nombreux « rhyncholithes »

microscopiques et sub-macroscopiques.
Dans sa revision des mächoires de Cephalopodes fossiles, A. Till (1906-1908)

a remplace le nom generique Rhynchoteuthis (D'Orbigny, 1847) par plusieurs nou-
veaux noms; cet auteur a egalement introduit un grand nombre d'especes nouvelles.

II est difficile de decider si ces innovations de Till sont justifiees ou non. A titre pro-
visoire, nous proposons de maintenir les noms generiques de Till, mais en leur
attribuant le rang sub-generique.

Les especes suivantes ont ete reconnues dans la Veveyse de Chätel: Rhynchoteuthis

(Leptocheilus) fischeriOosTER, R. (Gonatocheilus) oxfordiensis Till, R. (Gona-

tocheilus) brunneri Ooster, et R. (Hadrocheilus) lorioli Till. Une espece nouvelle a

egalement ete identifiee, dont voici la description:

Rhynchoteuthis (Gonatocheilus) sigaii n. sp.

Dediee au micropaleontologue bien connu Jacques Sigal.

Holotype: figure 1; depose au laboratoire micropaleontologique Paleolab, Nyon,
Suisse.

* Paleolab, Nyon, Suisse.


	Surproduction de cytochromes due à la présence de glyoxlate chez Pseudomonas fluorescens

