
268 BIOCHIMICA ET BIOPHYSICA ACTA VOL. 6 (1950) 

A PROPOS DE LA VARIABILIT]~ DU SYST~:ME DES CYTOCHROMES 

CHEZ CERTAINS MICROORGANISMES* 

par 

PAULETTE CHAIX ~x GASTON RONCOLI 
Laboratoire de Chimie Physiologique de la Facult~ des Sciences, Lyon (France) 

I. INTRODUCTION 

On ne d6crit en gdn~ral qu 'un seul aspect de spectre r6duit des cytochromes pour 
une esp~ce cellulaire donn~e: soit l 'aspect typique classique comprenant les bandes 
d 'absorption a e t  fl (les bandes 7 situdes dans la r6gion du bleu sont difficilement visibles) 
des cytochromes a, b, et c, (exemple: spectre r6duit de la levure de boulangerie) ; soit 

de s  aspects atypiques avant  tout caract6risds par l 'absence des bandes d 'absorption des 
cytochromes b e t  c et l 'existence d 'un cytochrome b 1 dont la bande a occupe une position 
intermddiaire k celles des bandes a des cytochromes b e t  c. Cependant des variations 
du spectre r6duit des cytochromes chez un seul et m6me microorganisme ont d6jk 6t6 
signaldes k plusieurs reprises. 

En 1932, H. FINK ET E. BERWALD 6 observ~rent la transformation du spectre 
atypique des levures hautes et basses de brasserie en spectre classique typique ~ la suite 
de repiquages des cultures en milieu fortement a6robie. Rdcemment B. EPHRUSSI ET 
P. P. SLONIMSKI 5 ET C. H. CHIN 4 montr~rent que la transformation du spectre atypique 
en spectre typique pouvait  se produire en l 'absence de route division cellulaire. 

TA~LIYA en I9281x; TAMIYA ET YAMAGUTCHI en 193313 constat~rent que le type 
spoctral de diff6rentes bact6ries et moisissures pouvait  changer selon les conditions de 
culture. Des observations analogues furent faites 6galement en 1934 par  FREI, RIED- 
MULLER ET ALMASY 7 ~ propos de B. subtilis; Bact. tuberculosis, Achorion quinckeanum 
et A. sch6nleinii. Ces derniers auteurs attribu&rent ces variations spectrales ~ des causes 
multiples: Age et degr6 de sporulation des cultures, propri6t6s particuli~res de chaque 
souche et autres facteurs inconnus. 

Les exp6riences qui vont  6tre d~crites ont eu pour objet de pr~ciser les possibilit6s 
de variation du spectre de I I  souches de B. subtilis, d'une souche de B. cereus de 
Saccharomyces cerevisiae (souche Gebriider Mayer); de E. coli (souche Monod) et de 
chercher ~ d6terminer la signification de ces variations 6ventuelles. 

* Une partie de ce travail a fair l'objet d'une communication ~ la i8e r6union de l'Association 
des Physiologistes de Langue fran~aise, Bordeaux, 24 Mai i95o, e t a  6t6 r6sum6e dans le Journal 
de Physiologie s. 
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II. CONDITIONS DES EXP1~RIENCES ET TECHNIQUE 

a. Provenance et conditions de culture des souches ~tudi~es 

I .  B .  subtilis et B.  cereus: 
- -  B.  cereus "Caron"* ; B.  subti l is"Crooco" ; B. subtilis "Table S.N.C.F."; B.  subtilis 

"Ungar"  ; B .  subtilis "Champignon" ; B.  subtilis "H6mo-Broussais" ; B.  subtilis "Byline" ; 
B. subtilis I.P. ; B .  subtilis "9 o°". Ces 9 souches proviennent de l ' Insti tut  Pasteur de Paris; 

- -  B .  subtilis 85; B.  subtilis 361o; B. licheni/ormis 2586, provenant de la N.C.T.C. 
Londres. 

Ces souches sont conserv6es par culture en surface sur le milieu solide suivant: 
Peptone (Chapoteaut) 20 g; NaC1 5 g; agar 30 g pour 1 litre de bouillon de viande; 
(PH ajust6 A 7.3-7.4); temp6rature d'incubation = 37 °. 

B. subtilis est obtenu en masses suffisantes pour permettre une 6tude spectros- 
copique ou spectrographique des cytochromes en le cultivant soit sur milieu soUde 
identique ~ celui utilis6 pour la conservation des souches mais r6parti clans des bottes 
de Roux, soit sur mil ieu liquide (de m6me composition que le milieu solide mais non 
additionn6 d'agar) r~parti ~t raison de IOO ~ 200 ml dans des erlenmeyers de 500 ml. 
Dans ce dernier cas l'a6ration et l'homog~n6it~ des cultures sont maintenues constantes 
par agitation. 

2. Saccharomyces cerevisiae Gebrfider MAYER. 
Souche conserv~e sur milieu solide au motif de bi6re ~ 8 °Balling, g~los6 ~ 3.5%; 

temperature 3 o°. 
Les cultures en grosses masses sont obtenues soit sur milieu solide, de m6me com- 

position, r~parti dans des boites de Roux; soit sur milieu liquide, de m6me composition 
mais glucos~ ~t 2 % et sans agar r6parti dans des erlenmeyers pour r6aliser des cultures 
agit6es comme dans le cas de B. subtilis. 

3. E.  coli (souche Monod) de l ' Insti tut  Pasteur de Paris. Les conditions de cultures 
sont les m6mes que pour B. subtilis. Temperature 37 °. 

Les r~coltes de ces diff~rents microorganismes sont effectu~es dans les m6mes con- 
ditions que celles pr6c6demment indiqu~es 8. La r6colte lav6e et centrifug6e se pr6sente 
sous forme d'une pate cr6meuse. C'est sur cette pate pla~6e entre deux disques de verre 
s~par~s par un anneau de Scheibe d'6paisseur d~finie qu'est effectu6e l'6tude du spectre 
des cytochromes. 

b. Examens  spectroscopiques et spectrographiques 

La pate de microorganisme ~tant maintenue dans un syst~me clos, le spectre se 
trouve toujours k l '6tat r6duit. Le spectroscope de poche de ZEISS ou le spectroscope 

r6version de HARTRIDGE sont utilis6s pour les examens spectroscopiques. Dans un 
grand hombre de cas le spectre a ~t6 photographi6 k l'aide du spectrographe type A 
de la Soci~t6 G6n~rale d'Optique et, apr~s enregistrement avec le microphotom~tre 
enregistreur de MOLL, a 6t6 analys6 suivant la technique d~crite ant~ricurement x. 

III. R]~SULTATS EXPI~RIMENTAUX 

I .  B.  subtilis 

Cet organisme a6robie a ~t~ class6 en I925 par KEILIN 8 darts le groupe de ceux 
* B. cereus "Caron" avait  6t6 d&ign6 pr6c~demment s sous le nom de B.  subtilis "Caron". 
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possEdant un spectre de cytochromes classique typique. En 1934 FREI, RIEDMULLER 
ET ALMASY ? ont signalE des variations spectrales; en 1943 P. CHAIX ET TCHEN PAU KIUN 2 
ont dEcrit un spectre atypique dans le cas de 3 souches; en I947 KEILIN ET HARTREE 10 
ont retrouvE un spectre typique sur la souche 85 (N.C.T.C. London) et des spectres 
atypiques sur les souches 2586 et 361o (N.C.T.C. London). 

Nos experiences ont essentiellement consistE k cultiver toutes les souches de B. sub- 
tilis et de B. cereus dont nous disposions (comprenant notamment les 3 souches utilisEes 
en 1947 par KEILIN ET HARTREE 10) dans des conditions identiques ]ortement a£robies 
et k Etudier le spectre des cytochromes d'une mSme souche en fonction du temps d'une 
part  et le spectre des cytochromes des diffErentes souches sur des cultures de mEme 
durEe d'autre part. Les premiers rEsultats de ces experiences ont dEjk fait l 'objet d'une 
communication s . 

Darts le cas de chacune des souches de B. subtilis considErEes il nous a EtE possible 
d'observer au cours du dEveloppement des cultures, constamment maintenues en forte 
aErobiose, deux types de spectre: un spectre atypique d'abord et ensuite un spectre 
classique visible tant  que la sporulation n'a pas rendu compl~tement opaques les 
bactEries. 

La Fig. I indique en combien de temps le spectre passe du stade atypique (cyto- 
chromes a + bl) au stade typique (cytochromes a + b + c) dans les cas les plus contro- 

e. su~tal, coro~ ~ o + b, ~ o + b + 

8 subt,., es ~ o.b, ~ o+ b÷c 

o . 0 ,  

0 .5 10 '15 20 25 30 heures 

Fig. I. Spectre atypique (a + bt) et spectre typique (a + b + c) des cytochromes de trois souches 
de B. subtilis en fonction du temps de culture on aErobiose. Les zones hachurEes correspondent g des 

temps de cultures non 6tudiEs. 

vers~s de B. cereus "Caron", de B. subtilis 85 et 2586 (N.C.T.C.) et met en Evidence 
(routes choses Egales d'ailleurs) une difference de vitesse d'Evolution de la souche 2586 
p a r  rapport aux deux autres. Cette difference de vitesse d'Evolution explique comment 
KEILIN ET HARTREE ont pu observer des spectres diffErents pour B. subtilis 85 et 2586 
cultivEs dans les mEmes conditions pendant des temps Egaux. 

Les Figures 2, 3 et 4 donnent en fonction de la longueur d'onde les courbes des 
densitEs optiques des spectres de B. cereus "Caron", B. subtilis 85 et de B. subtilis 2586 
photographiEs k diffErents stades de l'Evolution de ces bactEries. Le fair que des phEno- 
m~nes de diffusion s'ajoutent au phEnom~ne d'absorption emp~che bien entendu une 
Evaluation de la teneur en pigments hEmatiniques. Le principal intEr~t de ces courbes 
reside exclusivement en ce qu'elles fixent d'une fagon precise la longueur d'onde de 
l'absorption maximum. On volt que ce maximum d'absorption passe de 557 mp pour 
l e s  cultures de 4 ~ 6 heures en milieu liquide agitE, k 55 ° m/~ pour les cultures de plus 
longue durEe en milieu liquide agitE ou sur milieu solide. 

Le cytochrome b z apparatt comme un prEcurseur des cytochromes b e t  c. 
La variation du spectre correspond k une Evolution naturelle des pigments hEmati- 

niques en aErobiose. La variEtE de la souche, la composition du milieu de culture et s o n  

degrE d'aEration, la temperature d'incubation Etant autant de causes influengant la 
vitesse de cette Evolution il n'est pas surprenant que ces diffErentes circonstances aient 
Et~ invoquEes pour expliquer les variations spectrales. 
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Fig. 2. Spectres, ~ 1'6tat r6duit, de cultures a~robies, plus ou moins vieilles, de B.  c~,eus. L'6paisseur, 
en m m  de l& pr6pa~tion bact6rien~e spectrophotogr~phi6e est mentionn6e sur chaque courbe. 
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Fig. 3. Spectres, ~ l 'dtat rdduit, de cultures adrobies, plus ou moins vieilles, de B. subtilis 85 (N.C.T.C. 
London). L'dpaisseur, en mm, de la pr6paration bactdrienne spectrophotographide est mentionnde 

sur chaque courbe. 
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Fig. 4. Spectres, & l '6 ta t  r6duit, de cultures a6robies, plus ou moins vieilles, de B. subtilis 2585 
(N.C.T.C. London). L'$paisseur, en ram, de la pr6paxation bact6rienae spectrophotographi6e est 

mentionn6e sur chaque courbe. 

2. Saccharomyces cerevisiae Gebrtider MAYER. 

L'6tude des cytochromes de cette levure effectu6e en fonction du temps de culture 
sur des milieux constamment maintenus dans de bonnes conditions d'a~ration montre que: 

- -  les cultures ~g6es de 4 heures ne pr~sentent aucun spectre h6matinique visible 
sous une ~paisseur de 2.5 m m ;  

- -  les cultures de Io heures pr6sentent une large bande unique centr6e sur 555 m~ 
s '~tendant de 548 ~ 562 mt~ (autrement dit d6bordant net tement  la position 55o) sen- 
siblement homog~ne; 

- - l e s  cultures de 15 et 25 heures pr6sentent un spectre de cytochromes typiques 
dont les bandes ba  et ca tout net tement  distinctes. 

Ces examens du spectre en fonction du temps permettent  I~ encore de saisir en 
a~robiose les stades pr61iminaires obligatoires de la synth~se des cytochromes classiques. 

3. E. coli souche Monod 

Dans le cas de E. coli l '6volution du spectre suit un cours tr~s notablement different 
de celui dtcri t  pour B. subtilis ou Saccharomyces cerevisiae: sur les cultures de 4 k IO 
heures le spectre de E. coli est tel qu'il  a 6t6 d6crit par  KEILII~ ET HARPLEYg: bande 
unique dans la zone du vert  ~ 560 m/~ (toutefois la bande a 2 k 628 m~ d6pendant d 'un 
ferment h6matinique autoxydable n 'est  pas visible); apr~s 25 heures et plus la bande 
a 2 ~ 628 m/~ est nette mais, dans la zone du vert,  la bande b 1 ~ 560 m/~ reste inchang6e 
sans qu'on puisse soupgonner une 6volution dans le sens de la formation d'une bande 
ca typique. 
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IV. CONCLUSIONS 

Les cultures ~tant constamment effectu~es dans des conditions fortement a~robies, 
il est possible d'observer sur un seul et m~me microorganisme (B. subtilis ou Sacckaro- 
myces cemvisiae) deux types de spectres de cytochromes suivant que la culture a ~t~ 
de courte ou de longue dur~e. Le premier spectre est atypique avec une seule bande 
darts la zone du vert,  le second est typique avec, darts la zone du vert, deux bandes 
ba et c~ nettement distinctes. Le cytochrome b z apparait comme un pr~curseur des 
cytochromes b e t  c all cours de l'~volution a~robie de ces microorganismes. 

Les cultures de E. coli effectu~es dans des conditions fortement a~robies ne donnent 
pas lieu au m~me ph~nom~ne. L'aspect du spectre des cytochromes de cultures de 4, 
Io, 25 et 96 heures se maintient inchang~, la bande b x ~ 56o m/~ notamment persiste. 

Ces experiences conduisent ~ penser qu'il n'est pas injustifi~ de d~crire une seule 
forme de spectre de cytochromes pour un m~me microorganisme ~ condition de pr~ciser 
qu'i l  s'agit du spectre correspondant au stade d'~volution complete de cellules v~g~ta- 
fives s'~tant constamment d~velopp6es dans des conditions fortement a~robies. 

RP.SUMg 
Se d6veloppant dans des conditions nettement a~robies, les cultures jeunes de B. sublilis et de 

S~¢karomyces cerevisi~ no p r~en ten t  pas le m~me spectre de cytochromes que les cultures plus 
~g6es; dans le cas de ces deux microorganismes l'~volution aboutit  ~ la formation des cytochromes 
a, b, c typiques. 

Dans les m~mes conditions, les cytochromes de E. coli n'~voluent pas jusqu'A la formation des 
cytochromes b e t  c. 

Nos exp6riences permettent  de d6flnir d'une fa~on plus pr6cise le spectre des cytochromes 
caract6risant un microorganisme. 

SUMMARY 
Young cultures of B. subtilis and Saccharomyces cerevisiae grown under str ict ly aerobic con- 

ditions do not show the same cytochrome spectrum as older cultures; in the cases of these two 
microorganisms, however, evolution continues until the typical cytochromes a, b and c are formed. 

Under the same conditions, the cytochromes of E. cell do not reach the stage of formation of 
the cytochromes b and c. 

Our experiments permit  a more precise definition of the cytochrome spectrum which is carac- 
teristic of a given microorganism. 

ZUSAMMENFASSUNG 
Junge Kulturon yon B. subtilis und Sacdtaromyces cerevisiae, die unter  rein aeroben Bedingungen 

gewachsen sind, zeigen nicht dasselbe Cytochrom-Spektrum wie gltere Kulturen. In den FAllen 
dieser beiden Mikroorganismen entwickeln sich schliesslich die typischen Cytochrome a, b undc .  

Untor den gleichen Bodingungen schreitet die Entwicklung der Cytochrome yon E. cell nicht 
bis zur Bildung der Cytochrome b und c fort. 

UnsereVorsucho orlauben das fiir einen Mikroorganismus charakteristische Cytochrom-Spoktrum 
genauer zu dofinioren. 
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