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Seance du 18 mars 1965

Sobhy GOUDA, Elisabeth SCHORER et Fernand CHODAT. — Inhibition
respiratoire due ä la colimycine chez Pseudomonas fluorescens en presence de divers

substrats hydrocarbones.

L'effet antidecarboxylasique de la colimycine sur un Systeme enzymatique isole

a ete signale par Mayor [1], Gouda et coll. ont note des accumulations d'acides pyru-
vique et alpha-cetoglutarique dans des filtrats de milieux de culture de Pseudomonas

fluorescens traite par de la colimycine [2], L'adjonction de thiamine ä des systcmes
inhibes nous a permis, dans une certaine mesure, de surmonter in vivo Taction inhi-
bitrice de Tantibiotique.

Une brutale diminution des fonctions respiratoires de Pseudomonas fluorescens
se manifeste lors de Tintroduction de colimycine dans une suspension de germes
en milieu pyruvate [3]. La rapidite d'action, dans cette condition d'experience, est

attribuee ä la rapide penetration de Tantibiotique et ä sa particularity antidecarboxylasique.

L'utilisation de doses croissantes de colimycine dans des suspensions bacte-

riennes nous a permis, dans ce travail, de comparer les effets inhibiteurs aux difle-
rentes concentrations. D'autre part, l'emploi de substrats respiratoires divers a mis

en evidence la vulnerability de la bactene suivant le substrat utilise. L'action de

la colimycine est particulierement intense lors de l'utilisation des deux substrats

decarboxylases que nous avons testes.

L'estimation du trouble bactenen a ete faite par nephelometric et 1'evaluation

du nombre des bacteries a ete realisee par la methode de dilution suivie d'un spreading

sur petri contenant un milieu Difco agarise.

Pour 1'evaluation de la consommation d'oxygene de Pseudomonas fluorescens en

presence de differents metabolites ä Taide de la methode manometrique de Warburg,
nous avons procede comme suit: une subculture bacterienne ägee de 24 heures est

recultivee dans un milieu contenant:

Methodes et techniques

Phosphate dipotassique
Sulfate de magnesium
Lactate d'ammonium
Eau distillee

pH ajuste ä 7,2 avec NaOH 10%.

0,3 g
0,3 g
2,0 g

ad 1000 ml
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Apres 24 heures, les cultures sont centrifugees. Le culot bacterien lave et remis

en suspension dans un tampon phosphate de pH 7,2 1/150 M est recentrifuge une

Fig. 1.

seconde fois et remis en suspension dans le meme tampon. Pour les experiences de

Warburg, chaque auge contient environ l.lO10 bacteries.

Pour nos experiences, nous avons dispose d'auges munies d'une ampoule late-

rale dans laquelle a ete introduit l'antibiotique. Le contenu de l'auge laterale, soit
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0,3 ml d'une solution de colimycine ä des titres divers, soit de l'eau, est verse en

cours d'experience dans Tauge qui contient:

soit un total de 3 ml dans chaque auge.

La temperature du bain thermostatique a ete reglee ä 25° C. La duree de l'expe-
rience fixee ä deux heures apres l'adjonetion de colimycine.

Pour la detection des acides cetoniques, nous avons utilise la methode de

Cavallini [4, 5], soit la formation de derives de la dinitrophenylhydrazine. Les dini-
trophenylhydrazones separes par Chromatographie sont doses spectrophotome-
triquement par la technique d'Ischerwood [5, 6],

L'emploi d'acetate, de succinate, de pyruvate, d'alpha-cetoglutarate et de

glyoxylate nous renseigne sur le comportement respiratoire de la bacterie dans la

condition temoin, c'est-ä-dire sans antibiotique (fig. 1).

Nous observons que ces substrats sont utilises par la bacterie des leur adjonction
aux suspensions de germes testes par la methode de Warburg.

La comparaison de la consommation d'oxygene en absence et en presence de

colimycine met en evidence le role du substrat dans l'inhibition due ä la colimycine (fig. 2).

Les systemes respiratoires contenant du pyruvate sont les plus sensibles ä Taction de

Tantibiotique. Immediatement apres l'adjonetion de colimycine, le taux de consommation

de Toxygene, ainsi que celui de la liberation de C02diminuent d'une fagon notable;
cette diminution s'accentuera progressivement durant les deux heures de Texperience.

Dans le Systeme alpha-cetoglutarique, Taction inhibitrice due ä la colimycine
se manifeste rapidement, mais moins brutalement; elle ne tarde pas ä s'accentuer

lors de la deuxieme heure d'incubation.
Les systemes acetate, glyoxylate et succinate, dans des conditions similaires,

quoique immediatement sensibles ä l'adjonetion de colimycine, conservent cependant

une consommation d'oxygene de loin superieure ä Celles observees dans les cas du

pyruvate et de Talpha-cetoglutarate (fig. 3).

L'emploi de doses croissantes de colimycine pour divers substrats montre
clairement la vulnerability aux fortes doses des systemes contenant des molecules

typiquement decarboxylables (fig. 2).
Tous les systemes utilises (tableau 1) accusent une nette stimulation des echanges

gazeux au cours de la premiere heure, lors de Tutilisation de faibles doses d'anti-
biotique. Cette stimulation n'est que passagere et ses effets se repercutent nettement

sur la respiration durant la seconde heure d'incubation.

Archives des Sciences. Vol. 18, fasc. 3, 1965. 43

Suspension bacterienne
Metabolite respirable (2 mg dans 0,4 ml de tampon)
KOH 20% dans le compartiment central

2,00 ml

0,40 ml

0,30 ml

Resultats
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Fig. 2.

Tableau 1

Substrat
Sans

colimycine Avcc colimycine

100 Y/ml 200 Y/ml

Acetate 1,00 1,22* 0,79 ** 0,90* 0,96 **
Pyruvate 1.00 1,10 0,79 0,90 0,53
Alpha-cetoglutarate 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 premiire et la deuxieme heure d'incubation
au Warburg apres adjonction de colimycine ä des suspensions de germes

* Valeur relative de consummation d'oxygfcne durant la premidre heure d'incubation au Warburg comparee ä
un t6moin sans colimycine.

** Valeur observee durant la deuxidme heure d'incubation.
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L'examen du tableau 1 montre que la colimycine döregle momentan^ment le

rythme respiratoire lorsqu'elle est introduite ä faible dose (100 gammas/ml) en

provoquant une stimulation momentanee de la consommation d'oxygene. Cette

stimulation ephemere observee durant la premiere heure s'accouipagne durant la deuxi-

Consommation de Op Par des suspensions de Pseudomonas
fluorescens traites par de la colimycine ä raison de
900 yVml. La premifere colonne represents la consommation
aprfes une heure d'incubation et la deuxi&me colonne celle
de la deuxifcme heure d'incubation.

Fig. 3.

eme heure d'une diminution marquee de la consommation d'oxygene. Lors de l'ötude
du mutant achrome [3], nous avions constat^ une action similaire sur ce germe
resistant ä l'antibiotique; ce qui nous permet de supposer une action similaire de

la colimycine chez les deux bacteries, mais ä des doses beaucoup plus elevees chez

la bacterie resistante. L'effet initial stimulateur chez le germe sauvage disparait aux
doses superieures ä 100 gammas/ml.

En presence de colimycine, les suspensions bacteriennes, dont le milieu contient
du succinate, acetate, glyoxylate, pyruvate et alpha-cetoglutarate, accumulent plus
de dix fois plus d'acides cetoniques (pyruvique et alpha-cetoglutarique) que dans

les milieux temoins sans colimycine.
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Tableau 2

Substrat Sans colimycine Avec colimycine

|

500 y'ml
1

2500 /'ml

Pyruvate * 0,9** * 11,2** * 2.1 **
Alpha-cetoglutarate 4,4 — 18,7 — 5 1 —
Acetate 2,8 0.3 11,0 4,7 8,6 3,4
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'acicles cetomques en gammas)ml

Accumulation observee apres 6 heures d'incubation d'une suspension bacterienne concentree
Le milieu utilise est celui de la culture Nous avons remplace le lactate d'ammonium par un des
Substrats susmentionnes,ä raison de 500 gammas/ml et la source d'azote par du nitrate d'ammonium
ä 1000 gammas/ml

* Quantity de pyruvate
** Quanti'6 d'alpha cetogluurate

Discussion

Considerons, tout d'abord, parmi les resultats obtenus, ceux qui ont trait aux

rapports du germe avec les metabolites que lui offre le milieu experimental des auges
de Warburg.

L'entree des substances dans la cellule est, pour beaucoup de ces dernieres,

etroitement liee ä la nature et au fonctionnement de la membrane cellulaire Cette

derniere, grace ä un Systeme de transporteurs, regle la vitesse de penetration et la

proportion des metabolites necessaires au developpement. A cet egard, on peut
ajouter que la non utilisation d'un substrat par une bacterie n'implique pas necessaire-

ment 1'impenetrabiiite de la cellule pour une molecule donnee: cette non utilisation

peut etre due au fait que la molecule ne parvient pas au site endocellulaire oü se

deroule le processus d'utilisation biologique.
Divers resultats fournis par l'analyse des produits rejetes dans le milieu de

culture de Pseudomonas fluorescens (experiences personnelles et documents tires de

la litterature), nous autorisent ä dire que des produits de reaction, tels que le pyruvate,

l'alpha-cetoglutarate, l'acetate et le succinate, sont normalement secretes par
un germe developpe sur un milieu de culture ä base de lactate de sodium Ce fait
permet de postuler, dans les conditions de l'experience, la preexistence d'un Systeme

de transporteurs pour ces substances. Reciproquement, l'utilisation immediate de

ces memes molecules offertes comme substrat respiratoire, confirme l'hypothese de

systemes transporteurs.
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Le present travail nous permet de conclure que la colimycine exerce un pouvoir
nettement inhibiteur au niveau de deux substrats: le pyruvate et l'alpha-cetoglutarate.
Ces deux substances, d'autre part, ont tendance ä s'accumuler dans les milieux de

culture independamment du substrat hydrocarbone utilise. C'est-a-dire que certains

enzymes continuent ä fonctionner malgre la presence de l'antibiotique.
Les deux substances particulierement touchees par 1'action de l'antibiotique

sont le pyruvate et l'alpha-cetoglutarate, substrats essentiellement decarboxylases
et dont le coenzyme de decarboxylation est le pyrophosphate de thiamine. II a

d'ailleurs ete demontre dans un precedent travail, que Tadjonction de thiamine dans

des milieux de culture de Pseudomonas fluorescens traites ä la colimycine renforgait
particulierement la resistance de ce germe.

La recherche de Toxalsuccinate, autre acide cetonique de nature decarboxylase,
a ete negative. La decarboxylation de Toxalsuccinate, dans la sequence des reactions
du cycle de Krebs, se fait ä partir d'un enzyme dont le cofacteur n'est pas la cocar-
boxylase thiaminique. Cet enzyme semble done etre moins atteint par la colimycine
que ceux responsables de la decarboxylation pyruvique et alpha-cetoglutarique.
Ce qui revient ä dire que la colimycine a une fonction antidecarboxylasique qui semble

essentiellement liee aux systemes utilisant comme cofacteur la molecule thiaminique.
D'autre part, l'effet stimulant ä faible dose, semble lie ä une perte de synchronisation

des diverses sequences metaboliques. D'ailleurs, dans ce cas, oil
la dose d'antibiotique n'est pas particulierement elevee, la bacterie reprend un rythme
normal de consommation d'oxygene au cours de la seconde heure. Cette perturbation
du processus d'oxydation se manifeste aussi par une accumulation passagere des

acides cetoniques, pyruvique et alpha-cetoglutarique.
En ce qui concerne les differences observees dans la consommation de l'oxy-

gene, lors de Tutilisation de differents substrats, il s'agit essentiellement d'une question

de permeabilite cellulaire et de periode d'adaptation que des experiences simples

permettent de mettre en evidence.

L'obtention d'importante quantite de pyruvate et d'alpha-cetoglutarate ä partir
de succinate comme substrat oxydable demontre que la colimycine est peu active
dans la seconde fraction du cycle de Krebs. Elle n'empeche pas la formation de

pyruvate, substance qui se forme ä partir du malate par une decarboxylation similaire
ä celle de Toxalsuccinate.

Lors de Tadjonction de l'antibiotique, il se produit d'abord un blocage presque
immediat au niveau des systemes de decarboxylation pyruvique et alpha-cetoglutarique,

alors que certaines fractions du cycle de Krebs continuent ä fonctionner.

RESUMfi

L'etude de la respiration de Pseudomonas fluorescens montre que la colimycine exerce un pou
voir nettement inhibiteur sur Temploi des substrats decarboxylases dont le coenzyme de decarboxy
lation est le pyrophosphate de thiamine (pyruvate et alpha-cetoglutarate). Par contre, Tinhibition
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due ä la colimycine est moins marquee lors de l'utihsation d'autres Substrats du cycle de Krebs ou
associes ä ce dernier.

BIBLIOGRAPHIE

1. Mayor, F., M. Cascales, A. Diez, F. Ferrandiz, P. Marcos et A. Santos-Ruiz, Inhibicion
por antibioticos de la 1-glutamatodescarboxilasas y de la piruvato carboxilasa. VIes Journees
biochimiques latines, Geneve. Communications scientifiques, 1961, p. 57.

2. Gouda, S., E. Schorer et J. F. Schopfer, Levee de la bacteriostasie due ä la colimycine par
adjonction de thiamine. Archives des Sciences, 1962, vol. 15, fasc. 1, p. 137.

3 E. Schorer et F. Chodat, Effet de la colimycine sur la respiration de Pseudomonas fluo¬
resces et de son mutant achrome. Path. Microbiol., 1962, 25. p. 616.

4. Cavallini, D., N. Frontali et G. Toschi, Determination of keto-acids by partition chromato¬
graphy on filter. Nature, 1949, 163, p. 568.

5. N. Frontali et G. Toschi, Keto-acids content on human blood and urine. Nature, 1949,
164, p. 792.

6. Ischerwood, F. A. et D. M. Cruikshank, The estimation of 2-4 dinitrophenylhydrazones on
paper chromatography. Nature, 1954, 173, p. 121.

7. et C. S. Hanes, Separation and estimation of organic acids on paper chromatography.
Biochem. J., 1955, 55, p. 824.

Laboratoire de Microbiologie et Fermentations.
Institut de Botanique generale de l'Universite

de Genive.
Manuscrit re?u le 22 decembre 1965.

H. GREPPIN. — Action de la lumiere sur la sexualisation de I'epinard.

Introduction

Le mecanisme genetique, reglant le determinisme du sexe chez les vegetaux
dioi'ques, a ete Tobjet de nombreux travaux permettar.t une comprehension satis-

faisante de ce phenomene [1], Au contraire, le mecanisme de l'influence du milieu
physique et chimique sur Texpression et le conditionnement de la sexualite est loin
d'etre bien connu, malgre l'abondance des recherches ä ce sujet [2, 3, 4],

Si de nombreuses experiences font etat de Taction de la temperature, de la duree

et de Tintensite de la lumiere sur la sexualisation (masculinisation ou feminisation),
ä notre connaissance, il n'y a pas de travaux traitant du role de la qualite de la lumiere
sur Texpression phenotypique sexuelle.

Nous avons entrepris d'en faire la demonstration sur une plante tres commune:
I'epinard. L'epinard est un genre dio'ique, fleurissant en journees longues, dans lequel
on peut obtenir par croisement, toute une graduation de types monoi'ques [5, 6, 7],

Dans les lignees purement dio'iques, nous avons une paire d'alleles XY. Y est un allele
determinant lesexe male ou supprimant lesexe femelle. Lecaracteremonoi'que provient
de genes autosomiques possedant une force d'induction differente selon les lignees, et

ayant comme allele la paire XY. Les intersexues sont fortement influences par la temperature

et la duree du jour (photoperiodisme). Dans lavariete Nobel que nous utilisons,
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