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a celle constatée lors de I'utilisation de glyoxylate ou lors de la raréfaction de I’oxygéne
dans le milieu ambiant [4].

En conclusion, 'utilisation de doses différentes de substances hydrocarbonnées
ou aminées provoque de nettes variations dans la biosynthése pigmentaire. Ces
modifications de la biosynthése pigmentaire s’accompagnent de transformations des
systemes de respiration terminale.

Manuscrit regu le 3 janvier 1966.
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H. GREPPIN et S. GOUDA. — Action de la lumiére sur le pigment de Pseudo-
monas fluorescens Mig.

INTRODUCTION

Pseudomonas fluorescens synthétise un pigment exogene jaune a fluorescence
verte. Ce pigment extracellulaire est trés soluble dans I’eau, insoluble dans les sol-
vants organiques; son absorption dans l'ultraviolet et le visible, ainsi que sa fluo-
rescence varient selon le pH et le rH du milieu [1, 2].

Désigné tantdt par le nom de fluorescéine bactérienne ou fluorescine, tantot
par celui de pyoverdine, il a pour origine un précurseur endogéne absorbant dans
I'ultraviolet et présentant une fluorescence bleue [1, 2, 3].

Chodat et Gouda ont profondément transformé les notions relatives a ce
pigment, notamment en démontrant la filiation entre différents états d’un seul
pigment, de nature pyrrolique [2, 4].

La lumiére peut exercer des actions trés variées:

1) Evolution du pigment (oxydoréduction) [I, 5].

2) Accumulation du pigment (stimulation par le rouge, inhibition par le bleu) [5].
3) Production du pigment (tres forte stimulation par le bleu, légere par le rouge) [1].
4) Utilisation imposée du pigment & des fins respiratoires accessoires [1].
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RESULTATS

A. Etude in-vitro

Nous avons utilisé un pigment purifié, obtenu apres passage d’un filtrat de cul-
ture sur une résine Amberlite XE 97, régénérée selon les techniques habituelles. La
fraction pigmentaire a été recueillie lors de 1’élution avec une solution de NaOH 19;.

Nous avons mesuré le spectre d’absorption (spectrophotométre Unicam) et de
fluorescence (fluorimétre Photovolt) du pigment, mis en solution dans des erlens
placés a 'obscurité, en lumiére rouge et en lumiere bleue. Nous avons d’autre part,
travaillé sous différentes atmosphéres: azote, gaz carbonique, air.

ETUDE DU PIGMENT IN-VITRO

N2 002 AIR
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ROUGE : 8 000 ez:rgs/s!.,cm2 ; BLEUE : 4 000 ergs/s.,cm2

TABLEAU 1

Nous constatons que le pigment est relativement stable. C’est un mauvais don-
neur d’électrons dont 'oxydation est accélérée par la lumiére [1].
B. Etude in-vivo

Le pigment se présente sous forme d’états distincts et successifs (oxydoréduc-
tion) au cours de la culture. Chacun de ces états est caractérisé par I’allure spectrale
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de son absorption et de sa fluorescence [I, 5]. L’analyse photobiologique permet de
distinguer trois états:
1) Pigment dans un équilibre ot la forme réduite prédomine (390 mmu); obscurité.

2) Pigment dans un équilibre ou prédomine la forme oxydée d’utilisation biologique
(430 mmu); lumiére rouge.

3) Pigment oxydé irréversiblement (390 mmu et 350 mmu); lumiére bleue.

Cette évolution n’est observable qu’en milieu non agité. Dans le cas contraire,
I'oxygéne déplace trop rapidement I’équilibre vers I’oxydation irréversible.

Nous avons complété 1’étude de I'évolution du pigment par un examen électro-
phorétique d’extraits de filtrats de cultures en lumiere et a I’obscurité (électrophorese
sur papier; extraction selon la méthode II de Gouda) [4].

o—f—-

z ‘RIS
oBsc. i, P RS _ j
- BN T

v, B, Y, B,
ROUGE Z 2 | B :

v f
BLEU S2 g
- ph87

Fig. 1

Nous constatons, a I’obscurité, I'absence de la fraction B,; ce qui indique bien
que le pigment est dans un état plutdt réduit. Nous avons trouvé, en lumiere bleue,
de nouvelles fractions indiquant un état oxydé trés avancé.

Nous avons montré par voie physique, chimique et biochimique la possibilité
d’une fonction rédox du pigment [I, 2, 5, 6]. La lumiére, in-vitro et in-vivo, favorise
cette fonction en rendant la molécule meilleure donneuse d’électrons. Par la méthode
de Thunberg, nous avons suivi la réduction du pigment purifié, par un homogénat
bactérien (anaérobiose), puis son oxydation ménagée par de 'oxygeéne. La pyoverdine
est capable de fonctionner comme accepteur terminal d’électrons, role habituellement
dévolu a I'oxygene. Le spectre différentiel nous permet d’isoler mathématiquement
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du mélange en équilibre rédox, la forme réduite (390 mmu) et la forme oxydée
(430 mmu) d’utilisation biologique (Ox. I).

Quelle est la fonction de la lumiére dans I'utilisation du pigment comme voie
respiratoire terminale accessoire? Les photons imposent la circulation d’électrons
en diminuant la barriere de potentiel du pigment.

Lorsque I'intensité de la lumiere est trop forte, il y a photodestruction et arrét du
fonctionnement de la pyoverdine. A I'obscurité, le pigment joue essentiellement le
role de tampon rédox et de tampon pH (fixation de gaz carbonique). Son bas potentiel
associé a son faible pouvoir donneur d’électrons, en font un bon protecteur contre les
fortes tensions d’oxygeéne (20%). 11 ne faut pas oublier que Pseudomonas fluorescens
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Graphique 1
Spectre différentiel d’oxydoréduction biologique de la pyoverdine

n’a une respiration normale (cytochromique) que sous faibles tensions d’oxygéne.
Dans les autres conditions, il se met en anaérobiose relative, en adoptant une respi-
ration terminale de type flavinique [7, 8]. Le pigment n’apparait que dans ces condi-
tions et le fait que sa synthése soit favorisée par I'oxygene indique bien son rdle
protecteur. C’est surtout en présence de lumiére qu’il peut exercer sa fonction respi-
ratoire (photorespiration).

Il y a deux sites d’oxydoréduction. Le premier (rouge) a besoin de relativement
peu d’énergie d’activation (site bon donneur d’électrons), le deuxieme (bleu) est
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Precurseur

Ldiﬁ’Rouge

Pig.re ~ Pig.ox.] (v)
8(/390 430
' BLEU
-------------- o _, Pox.1(b) i
BLEU 3%0

Fig. 2
Action de la lumiére sur la pyoverdine

plutdt un site bon accepteur d’électrons. Ceci nous ameéne a supposer que la pyover-
dine, dont la composition chimique est fort mal connue, serait un pigment a deux
tétes: pyrrolique d’une part et flavinique (ptérinique, phénazique, quinonique)
d’autre part?
Laboratoire de physiologie végétale,
Institut de boranique générale,

Université de Genéve.
Manuscrit regu le 5 janvier 1966.
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