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RBK dem Influenzavirus  gegentiber 1, das in folgender 
Weise gedeutet  wird: die JO4-Ionen oxydieren die 
Glykolbindungen im Mucin, oder Mueoproteid der RBK 
naeh der yon M A L A P R A D E  2 beschriebenen Reaktion, wo- 
durch der Mucinase das Substrat  entzogen wird; die 
sp0ntane Elut ion des Virus ist daher gehemmt,  die RBt,2 
bleiben agglutiniert .  

I)iese Ansicht wurde yon mehreren Seiten einer funda- 
mentalen Krit ik unterzogen a, und auch BURNET fiusserte 4 
auf Grund der an submaxil larem Mucin und an Harn- 
mucin erhaltenen Daten GOTTSCttALKS 5 jene Meinung, 
class der der Virushlimagglutination zugrundeliegende 
bi0chemische Vorgang nicht einer Mucinase-, wohl abet 
einer Amidasewirkung entspricht.  Demnach sollte die 
w)m Virus verursachte VerRnderung an den zur Zeit 
ebenfalls hypothet ischen Amidbindungen des Substrats 
entstehen. Ferner sei erwS.hnt, class nach neueren An- 
gaben yon KLENK el al. ~ das Influenzavirus aus t larn- 
mucin Neuraminsgure freisetzt. Dieselbe Forscher- 
gruppe konnte in den St romata  der R B K  einiger Tier- 
arten die Anwesenheit  wm Neuraminsliure nachweisenL 
Schliesslich wurde aut Grund yon serologischen Unter- 
suchungen in IZrage gestellt, ob das Substrat  der J O t  
ionenwirkung fiberhaupt der Virusrezeptor der R B K  ist ~. 

I)urch allc diese Angaben wird die Bedeutung der 
J0,-behandelten R B K  hinsichtlich der Erklitrung der 
Virnsh~magglutination bzw. Elut ion in ein neues Licht 
gerfickt. 

Die Richt igkei t  der Annahme, class der Rezeptor der 
RBK der JO,-Oxydat ion  direkt zug~ngliche Glykol- 
bindungen enthalt ,  deren OH-Gruppen das JO,-Ion zu 
Aldehydgruppen oxydiert ,  kann unmit telbar  experi- 
mentell gepriift werden, Naeh HOTCHKISS 9 und McMA- 
x~rs TM beruht nfimlich der histochemische Nachweis des 
Mucins eben auf jener JO(Reak t ion ,  auf Grund weleher 
der Virusrezeptor der R B K  ftir Muein oder fiir Muco- 
protcid gehalten wird. Wenn also die R B K  auf ihrer 
0berfl~iche durch JO4-ionen oxydierbare, freie Glykol- 
gruppen enthal ten,  so miissen diese mit Hilfe des Mc- 
Manusschen Verfahrens nachweisbar sein. 

Zu diesem Zweeke wurden sowohl in Alkoholdgmpfen 
fixierte Ausstriche menschlicher, bzw. Schafs-RBK als 
auch Sehnit te yon in Paraffin eingebettetem Blut- 
gerinnsel nach tier Methode yon McMANIJS gefg.rbt, ohne 
Anwendung einer nachtr~tgliehen Kontrastfgrbung. Die 
Pr~parate wurden 30 min bzw. 24 h lang n mit einer 
o,5%igen KJO4-L6sung (die zwecks vollst/tndiger L6- 
sung mit 10%iger HC1 angesS.uert wurde) behandelt.  
Zur Kontrolle des Schiffschen Reagenten dienten gleich- 
zeitig hergestellte und in derselben Weise behandelte 
Schnitte yon in Paraffin eingebetteten, neugehorenen 
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M~usen mit  dem Unterschied, dass bei diesen PrApara- 
ten aueh die McManussche Acetylierungsreaktion dureh- 
gefiihrt wurde. 

Die Farbstoffkontrolle fiel in jedem Falle positiv aus. 
Gleichzeitig konnte bei der mikroskopischen Unter-  
suehung in den l(BK-l)ri iparaten, v o n d e r  hist()logischen 
Bearbeitung und der Zeitdauer der l~chandlung unab- 
hiingig, keine ftir Mucin, bzw. Mucoproteid charakte-  
ristische, tier positiven Schiffrcaktion entsprechende 
karminrote Verfiirbung beobachtet  werden, l)ie Farbe 
der R B K  war im allgemeinen blasser als (lie Farbe tier 
nativen R B K  und zeigte einen etwas graulichen Anflug. 

Zur Bewertung dieser Angaben m6chte ich erwa.hnen, 
dass nach meinen sp/iter mitzuteilenden, polarographisch 
ermit te l ten I)aten dcr Gehalt  der dureh jO4-hmen 
oxydierbaren Substanzen in den | ( B K  um mehrere 
Grbssenordnungen h6her ist als die histochemiseh nach- 
weisbare Menge dersclben Substanzcn, Die serologische 
und histochemische Nachweisbarkeit  ist dagegen, be- 
kannterweise, wm etwa dersclben Grbssenordnung. F.s 
kann daher mit  l(echt behaupte t  werden, dass die I IBt (  
und folglich anch der Rezeptor  der I (BK keine freie 
Glykol- oder prim'are Aminoalkoholgruppen besitzt, die 
durch JO4-1onen zu Aldehyd oxydierbar  sind. l)iese 
Reaktion kann also kaum den chemischen Mechanismus 
der Verfinderungen darstellen, (tie die JO4-behandelten 
R B K  dem lnfluenzavirus gegeniiber aufweisen. 

1)iese Arbe i t  w u r d e  m i t  U n t e r s t i l t z u n g  (h.r l ' nga r i~ehen  A k a d e m i e  
der  \Vis~,ellsehaften durehgef i f l l r t .  

F u r  die teehni~ehe Mi ta rbe i t  sp rcehc  ieh lerau I'~I.ISAIIETII \'AR(;A 
lUeil|elt l leste|l  D a n k  aus .  

1. SZI~KKCS 

A bteilung /iir I'irus/orschun~,,, Slaatliches Insti tut  /iir 
l'olksgesundheitsu,esen, Budapest ( Ungarn), den I0. Apr i l  
1957. 

Slt~II$1¢~Yy 

The presence of groups directly oxydizable to alde- 
hyde by means of 104-ions could not be proved histo- 
chemically in erythrocytes.  

D~tection cytochimique de l'acide ribonucl~ique 
dans les chromospheres pr~- et post-m~iotiques 

des sporanges de r~sistance d'Allomgces 

Nous avons ddmontr6 cytochimiquement  (tests ribo- 
nucl6asc, acidc perchlorique, etc.) que le corps para- 
nucl~aire des gametes et planozygotes d'Al lomyces re- 
pr6sente une accumulat ion cytoplasmique d 'acide ri- 
bonucl~ique assoei6 ~ des prot6ines sulfhydril6esL l.e 
corps paranucl6aire des zoospores issues des zoosporanges 
(phase sporophytique du ddveloppement) pr~sente les 
m6mes r6actions cytochimiques que les gametes.  

Lors de leurs belles recherches sur la m6iose chez 
Allomyces, EMERSON et \VILSON 2 et \VILSON a avaient  
observ6 l 'appari t ion de chromosphbres transitoires 
pr6c6dant la prophase mdiotique et de chromosph6res 
emboitant  les noyaux post-m6iotiques dans les sporanges 
de r~sistance de ce champignon. Ces ehromosphbres, de 
nature inconnue, 6taient for tement  c(fl()rdes par l'orc6ine 
ac6ti(tue. 
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Chmmo~phg~res pr~' m~iotiq*~es daus k'~ pr,  toplastes de ~pormt~es de rbsi..,tance immatures d'Allomyces macrogym¢s Era. A dr,)ite, pre- 
paration t&uoin, h gauche, preparation trait~e ~ ia ribomtclfiase (1 h i~ 55'). Coloration au bteu de toluidi~m ac&ique.. :  l:251~. 

Nous  avons  re t rouv6  ces figures duns  les spo ranges  de 
r6s is tance  d'Allomyces macro~y~u,s Em.  (ex . .4 .  ]a~'a~2icus 
t<2niep). Leur  for te  basophi l ie  (bleu de to lu id ine ,  py ro -  
nine) nous  a incitd ~ les s o u m e t t r e  aux  tes t s  de dd tec t ion  
e_vtochimique de l ' ac ide  r ibonucl0ique.  

a) Ckro~wsDk&'es prd-mdiotiq~es. Des sporanges  de 
r0s i s tance  fig0s de 15 5~ 18 jours  (sur milieu a m i d o n -  
e x t r a i t  de levure selon E_~IERSON*) on t  dtd 5crast}s en t re  
lame et  lamelle,  dans  une  pe t i t e  gou t t e  d ' eau ,  af in de 
r o m p r e  leur  m e m b r a n e  ch i t ineuse  et  d ' e x p u l s e r  l ea r  
c on t enu  p r o t o p l a s m i q u e  en tour6  d ' u n e  fine m e m b r a n e  
{protoplaste) .  Urn' f ixa t ion  de 30 rain 5~ l ' a lcool - formol  
10°o (1:1), sur  lame,  a t ou jou r s  pr6c0d6 les co lora t ions  
ou les r eac t ions  c_vtochimiques. L ' i m m e r s i o n  des p ro to -  
p las tes  duns  les acides  t r i ch lo racd t ique  (10°0, 1 h 5 40":), 
pe rch lo r ique  (10°o, 1 h tt 20 ~) ou c h l o r h y d r i q u e  (tIC1 zV, 
1 nuit) ,  suivie d ' n n  rap ide  lavage  h l ' eau  distill6e e t  d ' u n e  
co lora t ion  au bleu de to lu id ine  (10 -5) ac6t ique  (l°,o) a 
c l a i r emen t  mon t r6  que  seuls les t f m o i n s  non  t ra i t6s  a n x  
acides p r 6 s e n t e n t  de belles c h r o m o s p h b r e s  bleu violac& 

L ' i m m e r s i o n  des pr¢)toplastes,  aprbs  rot-me f ixa t ion  /~ 
l 'a lcool  formol,  d a n s  une so lu t ion  de ribonuclOase 
( W o r t h i n g t o n  L td ,  q) ro tease- f ree~,  1 m g / m l  H,aO dist . ) ,  
"5 55 ° p e n d a n t  ! h e t  2 h, a condu i t  au mt~me r{ 'snltat  
(Figure/ .  

b) Ckronwspki'res post-mdieliq~¢es. Les spo ranges  de 
r~sis tance sont  fig6s de plus  d ' u n  mois (durSe m i n i m u m  
n6cessaire ~ la m a t u r a t i o n ,  c ' es t -~-d i re  r6sorp t ion  des 
spheres  p rd-m6io t iques  e t  appa r i t i on  des  gros n o y a u x  en 
p rophase  de m0iose 1 selon \V~LsONa). IIs son t  a b a n -  
donn0s  2 ~ 3 h dans  une  gou t t e  d ' eau  distillSe d~posfie 
sur  lame, en c h a m b r e  humide ,  "~ 25 ~. Ce d~lai es t  su f f i san t  
pour  la ge rmina t ion  des spo ranges  de r~s is tance  laquelle 
c o m p r e n d ,  duns  l 'o rdre  chrono log ique ,  la mdiose,  Pap-  
p a r i t i on  des ch romosphb re s  pos t -m0 io t i ques  et  enf in  la 
cy toc in6se  c o n d u i s a n t  8 ta l ib6ra t ion  des zoospores  
, r6dui tes~.  Ces cellules mobi les  s o n t  fix~es sur  t ame  
l ' a tcool - formol  (30 min) e t  soumises  ~ la d iges t ion  pa r  la 

so lu t ion  de r ibonucl~ase  (1 e t  2 h k 55~-'). Aprb.~ 1 h d'in- 
cuba t ion ,  les c h r o m o s p h b r e s  pos t -m~io t iques  ou c~rps 
paranuclf ia i res  des  zoospores  ne s o n t  d~jS. p lus  colorablcs 
par  les co lo ran t s  bas iques  tels que  bleu de toluidine ou 
pyron ine .  

l.a m6me r6act ion r ibonucldas ique ,  appl iqude aux 
p r o t o p l a s t e s  lib~r6s par  les sporanges  de r6sistance 
(~cras(~s peu a v a n t  l i b&a t ion  des zoospores  (1}~ /~ 2 h 
dans  l 'eau) a donn6 le m~me rtasultat, ~t savoi r  perte  de la 
basophi l ie ,  avec  les ch ro mo s p h b re s  pos t -m6io t iques  nt,n 
encore  organis6es  en corps  paranucl(-aires  autour  dc~ 
n o y a u x  des fu tu res  zoospores .  

l .es  c h r o m o s p h e r e s  p r0-m0io t iques  e t  les chromq~s- 
ph~?res pos t -m6 io t iques  ou corps  paranucl6ai res  des 
zoospores  de r6duc t ion  r e p r b s e n t e n t  done,  5 l ' instar  d~ 
corps  pa ranuc lda i res  gamdt iques ,  des  o rgan i tes  cvt,,- 
p l a s m i q u e s  t r ans i to i r e s  r iches  en acide ribonucl6ique. 
Soul ignons  ici que  la p resence  de ces o rgan i tes  est tou- 
jours  en re la t ion  avec le repos  nucl~aire.  Ils sont  rapidc- 
m e n t  r0sorb6s - avec exter~sion corr61ative de la basL,- 
phi l ie  g l ' ensemble  du c y t o p l a s m e  s - lors de la reprise des 
ac t iv i t6s  mi to t i ques  ou m6iot iques .  

N o t o n s  aussi  que  MacHLls et  Oss~A 6 ava i en t  observ(' 
que la r4sorp t ion  des c h r o m o s p h e r e s  pr6-m6iot iques est 
activ(~e pa r  l 'ac ide- /~- indolylacdt ique.  M a i n t e n a n t  que la 
i~ature r ibonucl( , ique de ces o rgan i t e s  es t  precis&e, il est 
poss ib le  de m e t t r e  en parall&le ce t r av a i l  avec nos r~- 
cen te s  o b s e r v a t i o n s  c o n e e r n a n t  l ' a c t i v a t i o n  par  l'aci& 
[l-indolylacOtique de la rbsorp t ion  des corps  paranuclb- 
aires  fus ionnds  duns  les zygotes  d'Allomyces en vole de 
g e r m i n a t i o n  5. 

Nons a.~so,.'ions darts t~os remerc{emel~ts M. le Prt~f. F. Cuot~g 
pour ses conseils et le Fonds national suisse de la Recherche scient~- 
[ique pour son appui fi~m~cier. 

G. Tu ~l.a.x 

tnst iht t  de Botan.iqzte grin&ale, Universitd de Gen~ve, k 
t5 avril 1957. 
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Preme in t i c  c h r o m o s p h e r e s  in t h e  i m m a t u r e  r e s i s t a n t  
sporangia  (RS)  of  .4llomyces lose t h e i r  b a s o p h i l y  a f t e r  
t r e a t m e n t  w i t h  t r i c h l o r a c e t i c  acid,  pe rch lo r i c  acid or 
r ibonnclease .  

P o s t m e i o t i c  c h r o m o s p h e r e s  in  t h e  m a t u r e  RS ,  be-  
coming t h e  n u c l e a r  c a p s  of t he  ' r e d u c e d '  zoospores,  do 
not s t a in  w i t h  t o l u i d i n e  b lue  or p y r o n i n e  a f t e r  r i bonu-  
clease d iges t ion .  

i t  is c o n c l u d e d  t h a t ,  as g a m e t i c  a n d  zoosporic  nuc lea r  
caps, pre-  a n d  p o s t m e i o t i c  c h r o m o s p h e r e s  are t r a n s i t o r y  
cy toplasmic  o r g a n i t e s  r ich  in  R N A .  

L - C o l o n y  P r o d u c t i o n  b y  Salraonelleae I s o l a t e d  
f r o m  t h e  M o u s e  

I t  is well  k n o w n  t h a t  b a c t e r i a  f resh ly  i so la ted  f rom 
the a n i m a l  o r g a n i s m  p r o d u c e  L - f o r m s  more  easi ly  t h a n  
bacteria f rom old  l a b o r a t o r y  cu l tu re s  (DIENES t, TU- 
LASNE2; CARRI~2RE a n d  R o u x a ;  HAUDUROY4). P rev ious  
inves t iga t ions  s h o w e d  t h a t  u s ing  t he  doub le  l aye r  in- 
oculat ion m e t h o d ,  L-co lon ies  are  p roduced  even  wi th  
not v e r y  h igh  pen ic i l l in  doses,  a n d  in a larger  n u m b e r  
than w h e n  a p p l y i n g  a sur face  i n o c u l a t i o n  only.  

We b a r e  n o w  i n v e s t i g a t e d  t h e  L -co lony  p r o d u c t i o n  
by 20 s t r a i n s  of SMmonella f rom old  l a b o r a t o r y  cu l t u r e s  
both w i t h  su r face  a n d  d o u b l e  l aye r  inocu la t ion .  T h e  
strains w h i c h  d id  n o t  p r o d u c e  L-colonies  were i n o c u l a t e d  
in the  mouse  a n d  t h e n  i so la ted ,  in  o rde r  to  s t u d y  t he  
L-colony p r o d u c t i o n  a f t e r  a n i m a l  passage.  

Material and method. 20 Salmonella s t r a i n s  were 
employed, Salmonella typhosa (ZoPv) n. 57 a n d  58; t y p e  
Aberdeen n. 90 a n d  t y p e  H v i t t i n g f o o s  n. 95 f rom t he  
' I n t e r n a t i o n a l  C e n t e r  of Sahnonella, C o p e n h a g e n ' ;  Salm. 
typhosa (ZoPF) n. 501, 571, 574, 592, 640, 1895, 650 t ,  
650, 652, Salm. paratyphi (KAYsER) n. 617, Salm. schott- 
muelleri (WINSLOW} 651, 676 a n d  679 f rom t he  ' l s t i t u t o  
Sieroterapico I t a l i a n o ' ;  Salm. |'evey, 240 and  168 (Prof.  
TULASNE). 

Media.--1.1% Difco H e a r t  I n f u s i o n  A g a r  c o n t a i n i n g  
20°0 ho r se  s e r u m  a n d  5000 U / m l  G s o d i u m  penic i l l in  
(LEo). Difco B r a i n  H e a r t  In fus ion .  S y n t h e t i c  m e d i u m  
conta in ing  in one  l i t e r :  K2HPO 4 9 g, KH2PO 4 1 g, 
CHaCHOt tCOONa 20 g, Mg SO4-7 H~O 0-08 g, NaC1 
0.004 g, FeSO~-7  H 2 0  0.004 g, MnSO4-4  H20  0.016 g, 
nicotic ac id  0.001 g, C a s a m i n o  ac ids  v i t a m i n  free 5 g, 
agar 1t g5  

Bacteria inoculation to and isolation i rom-the  mouse. 
Production of L-colonies. 0-5 m t  of a b a c t e r i a l  su spens ion  
with c o n s t a n t  d e n s i t y  f rom a 24 h cu l tu re ,  is i n o c u l a t e d  
into the  m o u s e  p e r i t o n e u m .  Af t e r  8 h, t h e  b a c t e r i a  are  
isolated f rom t h e  p e r i t o n e u m  a n d  i n o c u l a t e d  in  5 ml  of 
broth. Af t e r  24 b, t h e  b a c t e r i a l  c u l t u r e s  are i n o c u l a t e d  
into solid m e d i u m ,  on  t h e  sur face  a n d  in doub le  layer ,  
for L-co lony  p r o d u c t i o n .  

Resul ts . -The r e su l t s  show i ng  t he  L-co lony  p r o d u c t i o n  
by surface a n d  d o u b l e  l aye r  i n o c u l a t i o n  in n a t u r a l  and  

1 L. DIEYES, If. J. ~VEINBERGEtl, and S. *[ADOFF, J. Bact. 59. 
755 11950). 

R. TL'LASN G Rex'. ImmunoL 15, 2"2<.1 (1951). 
3 L. CARRERE and J. Ro~sx, Montpellier m6d. 47, 405 (1955). 

P. HAUDIJROY, Pr. m6d. 63, 1079 (1955). 
5 Far tho development of Salm. 58, 640, 1895, 650, 501, and 115~ 

0.5 g/1 of tryptophane have been added. 

L-colonies produced by Salmom'lleae from laboratory cultures and 
after animal mouse passage. Surface and double layer inoculation in 

natural and synthetic mediunl, l>enieillin 5tlOII 1.'/ml. 
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]. lUeallS the exi)erllllents where l.-o~lolly prodlletioll oecutrc(l. 

in s y n t h e t i c  m e d i u m  of b a c t e r i a  f rom ohl  l a b o r a t o r y  
cu l t u r e s  a n d  a f t e r  a n i m a l  pas sage  are i l l u s t r a t e d  in t he  
Table .  

Discussion amt conclusions.-Our f ind ings  c o n f i r m  t h e  
p r e v i o u s  r e su l t s  on  t h e  i m p o r t a n c e  of a r e c e n t  i so la t ion  
for t h e  p r o d u c t i o n  of L - fo rms .  W e  found  t h a t  o n  n a t u r M  
media ,  L-co lon ies  a re  p r o d u c e d  in 4 l a b o r a t o r y  s t r a i n s  
o u t  of 20 (20%) a n d  in 12 s t r a i n s  i so la ted  f rom the  m o u s e  
ou t  of 20 (60%).  

The  i m p o r t a n c e  of t h e  m e d i u m  c o m p o s i t i o n  a p p e a r s  
f rom e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  on s y n t h e t i c  m e d i u m  
where  l . -co lonies  were  fo rmed  wi th  sur face  i n o c u l a t i o n  
a n d  L-co lon ies  were  p r o d u c e d  b y  a h i g h e r  n u m b e r  of 
l a b o r a t o r y  s t r a i n s  w i t h  t he  d o u b l e  l ayer  i n o c u l a t i o n .  

As for t h e  i m p o r t a n c e  of t he  i n o c u l a t i o n  t e c h n i q u e ,  
i t  was  o b s e r v e d  t h a t  b a c t e r i a  f rom old l a b o r a t o r y  cul -  
tures ,  wh ich  do  n o t  p r o d u c e  I . -colonies  in  cases  of su r -  
face i n o c u l a t i o n  in n a t u r a l  med ia ,  p r o d u c e  t h e m  w i t h  
doub le  l aye r  i nocu l a t i on .  T h e  f ind ings  o b t a i n e d  w i t h  t h e  
doub le  l aye r  m e t h o d  are  c o n s t a n t  and  r e p r o d u c i b l e  a n d  
t he  L-co lon ies  a re  t r a n s p l a n t a b l e  on  m e d i a  h a v i n g  t he  
same  c o m p o s i t i o n .  T h e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  L-co lon ies  
are p r o d u c e d  w h e n  us ing  d o u b l e  l ave r  i n o c u l a t i o n ,  is 
u n d e t e r m i n e d .  

P. I )E  GRE(~OI~.IO a n d  r .  TERRANOVA 
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l?iassunto 

Si b s t u d i a t a  la p r o d u z i o n e  di colonie  L d a  20 cepp i  di  
Salmonelleae di l a b o r a t o r i o  e dagl i  s tess i  cepp i  dopo  
passagg io  nel top ino .  


