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Séance du 18 mars 1965

Sobhy GOUDA, Elisabeth SCHORER et Fernand CHODAT. — Inhibition
respiratoire due a la colimycine chez Pseudomonas fluorescens en présence de divers
substrats hydrocarbonés.

L’effet antidécarboxylasique de la colimycine sur un systéeme enzymatique isolé
a été signalé par Mayor [1]. Gouda et coll. ont noté des accumulations d’acides pyru-
vique et alpha-cétoglutarique dans des filtrats de milieux de culture de Pseudomonas
fluorescens traité par de la colimycine [2]. L’adjonction de thiamine a des systémes
inhibés nous a permis, dans une certaine mesure, de surmonter in vivo I’action inhi-
bitrice de ’antibiotique.

Une brutale diminution des fonctions respiratoires de Pseudomonas fluorescens
se manifeste lors de I'introduction de colimycine dans une suspension de germes
en milieu pyruvate [3]. La rapidité d’action, dans cette condition d’expérience, est
attribuée a la rapide pénétration de I’antibiotique et & sa particularité antidécarbo-
xylasique.

L’utilisation de doses croissantes de colimycine dans des suspensions bacté-
riennes nous a permis, dans ce travail, de comparer les effets inhibiteurs aux diffé-
rentes concentrations. D’autre part, I’emploi de substrats respiratoires divers a mis
en évidence la vulnérabilité de la bactérie suivant le substrat utilisé. L’action de
la colimycine est particulierement intense lors de I'utilisation des deux substrats dé-
carboxylables que nous avons testés.

METHODES ET TECHNIQUES

L’estimation du trouble bactérien a été faite par néphélométrie et 1’évaluation
du nombre des bactéries a été réalisée par la méthode de dilution suivie d’un spreading
sur pétri contenant un milieu Difco agarisé.

Pour I’évaluation de la consommation d’oxygene de Pseudomonas fluorescens en
présence de différents métabolites a ’aide de la méthode manométrique de Warburg,
nous avons procédé comme suit: une subculture bactérienne agée de 24 heures est
recultivée dans un milieu contenant:

Phosphate dipotassique . . . . 03¢g
Sulfate de magnésium . . . . 03¢
Lactate d’ammonium . . . . . 20¢g
Eau distillée . . . . . . . . . ad 1000 ml

pH ajusté a 7,2 avec NaOH 109%,.
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Aprés 24 heures, les cultures sont centrifugées. Le culot bactérien lavé et remis
en suspension dans un tampon phosphate de pH 7,2 1/150 M est recentrifugé une
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Fig. 1.

seconde fois et remis en suspension dans le méme tampon. Pour les expériences de
Warburg, chaque auge contient environ 1.10'® bactéries.

Pour nos expériences, nous avons disposé d’auges munies d’une ampoule laté-
rale dans laquelle a été introduit ’antibiotique. Le contenu de I'auge latérale, soit
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0,3 ml d’une solution de colimycine a des titres divers, soit de I’eau, est versé en
cours d’expérience dans 1’auge qui contient:

Suspension bactérienne . . . . Co 2,00 ml
M¢étabolite respirable (2 mg dans O 4 ml de tampon) . 0,40 ml
KOH 209 dans le compartiment central . . . . . . . 0,30 ml

soit un total de 3 ml dans chaque auge.

La température du bain thermostatique a été réglée a 25° C. La durée de I’expé-
rience fixée a deux heures aprés I’adjonction de colimycine.

Pour la détection des acides cétoniques, nous avons utilisé la méthode de
Cavallini [4, 5], soit la formation de dérivés de la dinitrophénylhydrazine. Les dini-
trophénylhydrazones séparés par chromatographie sont dosés spectrophotomé-
triquement par la technique d’Ischerwood [5, 6].

RESULTATS

L’emploi d’acétate, de succinate, de pyruvate, d’alpha-cétoglutarate et de
glyoxylate nous renseigne sur le comportement respiratoire de la bactérie dans la
condition témoin, c’est-a-dire sans antibiotique (fig. 1).

Nous observons que ces substrats sont utilisés par la bactérie dés leur adjonction
aux suspensions de germes testés par la méthode de Warburg.

La comparaison de la consommation d’oxygeéne en absence et en présence de coli-
mycine met en évidence le role du substrat dans I'inhibition due & la colimycine (fig. 2).

Les systémes respiratoires contenant du pyruvate sont les plus sensibles a I’actionde
I’antibiotique. Immédiatement apres ’adjonction de colimyvcine, le taux de consomma-
tion de I’oxygene, ainsi que celui de la libération de CO, diminuent d’une fagon notable;
cette diminution s’accentuera progressivement durant les deux heures de ’expérience.

Dans le systéme alpha-cétoglutarique, I’action inhibitrice due a la colimycine
se manifeste rapidement, mais moins brutalement; elle ne tarde pas a s’accentuer
lors de la deuxiéme heure d’incubation.

Les systémes acétate, glyoxylate et succinate, dans des conditions similaires,
quoique immédiatement sensibles a ’adjonction de colimycine, conservent cependant
une consommation d’oxygéne de loin supérieure a celles observées dans les cas du
pyruvate et de l'alpha-cétoglutarate (fig. 3).

L’emploi de doses croissantes de colimycine pour divers substrats montre
clairement la vulnérabilité aux fortes doses des systemes contenant des molécules
typiquement décarboxylables (fig. 2).

Tous les systémes utilisés (tableau 1) accusent une nette stimulation des échanges
gazeux au cours de la premiére heure, lors de I'utilisation de faibles doses d’anti-
biotique. Cette stimulation n’est que passagére et ses effets se répercutent nettement
sur la respiration durant la seconde heure d’incubation.

ARCHIVES DES SCIENCES. Vol. 18, fasc. 3, 1965. 43
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TABLEAU 1
Substrat | col?r:;:inc Avec colimycine
' l 100 y/ml 200 vy/ml
Acétate . . . . . . . . 1,00 1,22 * 0,79 ** 0,90 * 0,96 **
Pyruvate . . . . . . . . 1,00 1,10 0,79 0,90 0,53
Alpha-cétoglutarate . . . 1,00 1,14 0,96 — 0,60
Glyoxylate . . . . . . . 1,00 1,13 — 0,89 0,88
Succinate . . . . . . . 1,00 1,29 0,84 0,93 0,99
Stimulation et inhibition de la respiration durant la premiére et la deuxiéme heure d’incubation
au Warburg aprés adjonction de colimycine a des suspensions de germes

* Valeur relative de consommation d’oxygéne durant la premiére heure d’incubation au Warburg comparée a
un témoin sans colimycine.

** Valeur observée durant la deuxiéme heure d’incubation.
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L’examen du tableau 1 montre que la colimycine dérégle momentanément le
rythme respiratoire lorsqu’elle est introduite a faible dose (100 gammas/ml) en
provoquant une stimulation momentanée de la consommation d’oxygeéne. Cette
stimulation éphémeére observée durant la premiére heure s’accowpagne durant la deuxi-
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GLUTARATE | P YRUVATE

Consommation de 0o par des suspensions de Pseudomonas
fluorescens traitgs par de la colimycine 4 raison de

300 Y/ml. La premidre colonne représente la consommation
aprds une heure d'incubation et 1la deuxigéme colonne celle
de la deuxidme heure d'incubation.

Fig. 3.

eéme heure d’une diminution marquée de la consommation d’oxygene. Lors de ’étude
du mutant achrome [3], nous avions constaté une action similaire sur ce germe
résistant a I’antibiotique; ce qui nous permet de supposer une action similaire de
la colimycine chez les deux bactéries, mais 4 des doses beaucoup plus élevées chez
la bactérie résistante. L’effet initial stimulateur chez le germe sauvage disparait aux
doses supérieures a 100 gammas/ml.

En présence de colimycine, les suspensions bactériennes, dont le milieu contient
du succinate, acétate, glyoxylate, pyruvate et alpha-cétoglutarate, accumulent plus
de dix fois plus d’acides cétoniques (pyruvique et alpha-cétoglutarique) que dans
les milieux témoins sans colimycine.
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TABLEAU 2
Substrat Sons colimycine ‘ Avec colimycine

1 500 vy/ml 2500 v/ml

\
Pyruvate . . . . . . —* 0,9 ** —* 11,2 ** —* 2,1 **
Alpha-cétoglutarate . " . 4.4 — 18,7 — 5.1 —
Acétate . . . . . . . 2,8 0,3 11,0 4,7 8,6 4
Glyoxylate . . . . . 1,3 0,4 3.3 1,6 2,9 2,1
Succinate . . . . . . 3,0 0,6 28,7 15,9 18,5 8,7

Formation d’acides cétoniques en gammas/ml

Accumulation observée aprés 6 heures d’incubation d’une suspension bactérienne concentrée.
Le milieu utilisé est celui de la culture. Nous avons remplacé le lactate d’ammonium par un des
substrats susmentionnés, a raison de 500 gammas/ml et 1a source d’azote par dunitrate d’ammonium
a 1000 gammas;/ml.

* Quantité de pyruvate.
** Quantité d’alpha-cétogiutarate.

DiscussION

Considérons, tout d’abord, parmi les résultats obtenus, ceux qui ont trait aux
rapports du germe avec les métabolites que lui offre le milieu expérimental des auges
de Warburg.

L’entrée des substances dans la cellule est, pour beaucoup de ces dernieres,
étroitement liée a la nature et au fonctionnement de la membrane cellulaire. Cette
derniére, grace a un systéme de transporteurs, régle la vitesse de pénétration et la
proportion des métabolites nécessaires au développement. A cet égard, on peut
ajouter que la non utilisation d’un substrat par une bactérie n’implique pas nécessaire-
ment I'impénétrabiiité de la cellule pour une molécuie donnée: cette non utilisation
peut &tre due au fait que la molécule ne parvient pas au site endocellulaire ou se
déroule le processus d’utilisation biologique.

Divers résultats fournis par ’analyse des produits rejetés dans le milieu de
culture de Pseudomonas fluorescens (expériences personnelles et documents tirés de
la littérature), nous autorisent a dire que des produits de réaction, tels que le pyru-
vate, I'alpha-cétoglutarate, ’acétate et le succinate, sont normalement secrétés par
un germe développé sur un milieu de culture a base de lactate de sodium. Ce fait
permet de postuler, dans les conditions de 1’expérience, la préexistence d’un systéme
de transporteurs pour ces substances. Réciproquement, I'utilisation immédiate de
ces mémes molécules offertes comme substrat respiratoire, confirme 1’hypothese de
systémes transporteurs.
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Le présent travail nous permet de conclure que la colimycine exerce un pouvoir
nettement inhibiteur au niveau de deux substrats: le pyruvate et ’alpha-cétoglutarate.
Ces deux substances, d’autre part, ont tendance a s’accumuler dans les milieux de
culture indépendamment du substrat hydrocarboné utilisé. C’est-a-dire que certains
enzymes continuent a fonctionner malgré la présence de I’antibiotique.

Les deux substances particulierement touchées par I’action de I’antibiotique
sont le pyruvate et I’alpha-cétoglutarate, substrats essentiellement décarboxylables
et dont le coenzyme de décarboxylation est le pyrophosphate de thiamine. Il a
d’ailleurs été¢ démontré dans un précédent travail, que I’adjonction de thiamine dans
des milieux de culture de Pseudomonas fluorescens traités a la colimycine renforgait
particulierement la résistance de ce germe.

La recherche de I’oxalsuccinate, autre acide cétonique de nature décarboxylable,
a été négative. La décarboxylation de I'oxalsuccinate, dans la séquence des réactions
du cycle de Krebs, se fait a partir d’'un enzyme dont le cofacteur n’est pas la cocar-
boxylase thiaminique. Cet enzyme semble donc étre moins atteint par la colimycine
que ceux responsables de la décarboxylation pyruvique et alpha-cétoglutarique.
Ce qui revient a dire que la colimycine a une fonction antidécarboxylasique qui semble
essentiellement liée aux systémes utilisant comme cofacteur la molécule thiaminique.

D’autre part, I'effet stimulant a faible dose, semble lié a une perte de synchro-
nisation des diverses séquences métaboliques. D’ailleurs, dans ce cas, ou
la dose d’antibiotique n’est pas particulierement élevée, la bactérie reprend un rythme
normal de consommation d’oxygeéne au cours de la seconde heure. Cette perturbation
du processus d’oxydation se manifeste aussi par une accumulation passagere des
acides cétoniques, pyruvique et alpha-cétoglutarique.

En ce qui concerne les différences observées dans la consommation de 1’oxy-
gene, lors de I'utilisation de différents substrats, il s’agit essentiellement d’une ques-
tion de perméabilité cellulaire et de période d’adaptation que des expériences simples
permettent de mettre en évidence.

L’obtention d’importante quantité de pyruvate et d’alpha-cétoglutarate a partir
de succinate comme substrat oxydable démontre que la colimycine est peu active
dans la seconde fraction du cycle de Krebs. Elle n’empéche pas la formation de
pyruvate, substance qui se forme a partir du malate par une décarboxylation similaire
a celle de I’oxalsuccinate.

Lors de I’adjonction de I’antibiotique, il se produit d’abord un blocage presque
immédiat au niveau des systémes de décarboxylation pyruvique et alpha-cétogluta-
rique, alors que certaines fractions du cycle de Krebs continuent a fonctionner.

RESUME

L’étude de la respiration de Pseudomonas fluorescens montre que la colimycine exerce un pou
voir nettement inhibiteur sur I'emploi des substrats décarboxylables dont le coenzyme de décarboxy
lation est le pyrophosphate de thiamine (pyruvate et alpha-cétoglutarate). Par contre, I'inhibition
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due a la colimycine est moins marquée lors de I'utilisation d’autres substrats du cycle de Krebs ou
associés a ce dernier.
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H. GREPPIN. — Action de la lumiére sur la sexualisation de I’épinard.

INTRODUCTION

Le mécanisme génétique, réglant le déterminisme du sexe chez les végétaux
dioiques, a été 'objet de nombreux travaux permettant une compréhension satis-
faisante de ce phénoméne [1]. Au contraire, le mécanisme de I’'influence du milieu
physique et chimique sur I’expression et le conditionnement de la sexualité est loin
d’étre bien connu, malgré I’abondance des recherches a ce sujet [2, 3, 4].

Si de nombreuses expériences font état de I’action de la température, de la durée
et de I'intensité de la lumiére sur la sexualisation (masculinisation ou féminisation),
a notre connaissance, il n’y a pas de travaux traitant du role de la qualité de la lumiere
sur ’expression phénotypique sexuelle.

Nous avons entrepris d’en faire la démonstration sur une plante trés commune:
I’épinard. L’épinard est un genre dioique, fleurissant en journées longues, dans lequel
on peut obtenir par croisement, toute une graduation de types monoiques [5, 6, 7].
Dans les lignées purement dioiques, nous avons une paire d’alléles XY. Y est un allele
déterminant le sexe male ou supprimant le sexe femelle. Le caractére monoique provient
de génes autosomiques possédant une force d’induction différente selon les lignées, et
ayant comme allele la paire XY. Les intersexués sont fortement influencés par la tempé-
rature et la durée du jour (photopériodisme). Dans la variété Nobel que nous utilisons,
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