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centrifugation ces tubes seront congelés puis débités en lranches
d’épaisseur déterminée. Mais la difficullé reste encore de trouver
la matitre convenable pour la confection de ces petits récipients.
Les tubes de verre se brisent, soit pendant la marche de 'appa-
reil, soit pendant la congélation, ou bien ils ne peuvent é&re
aisément découpés en tranches. Les tubes en caoulchoue, méme
de la qualité la plus résistante, s’enfoncent’ pendant la marche
en expulsant une partie du liquide. Les tubes en bakeliie se bri-
sent ou se fissurenl. L’¢honite est une malicre bheaucoup plus
intéressante, car elle peut &tre préparée en qualités de diverses
duretés. Si la qualité dure se fissure comme la bakelite, par
contre la qualité 3/4 dure est juste assez résistanle pour ne pas
v affaisser sous la pression et suffisarmment souple pourtant pour
ne pas se briser ni se fendre. De plus, apres centrifigation et
congélation, les tubes en ébhonite 3/4 dure <c découpent avee Ia
plus grande facilité & 'aide d'une lame de rasoir.

Enfin, pour la toupie dont les godels n'ont que 4 mm. de dia-
metre, j'ai trouvé une solution particulitrement favorable. T
existe dans le commerce, pour la déeustation des boissons gla-
cées, des pailles artificielles en cellulose el qui ont & pen prés oe
diametre. Il suffit de les découper en bouts Jde 20 mm. de long
et d’en obturer I'une des extrémités en la trempant & plusieurs
reprises dans une solution convenable d’acétate de cellulose. On
munit ainsi ces pelits tubes, par une sorte de soudure autogene,
de fonds parfaitement résistants. Ces tubes supportent sans dom-
mage la centrifugation et la congélation et peuvent étre aisément
découpés en tranches. Ils ont, de plus, I'avantage d’étre lrans-
parents.

Ainsi outillé, j'ai pu enfin procéder 2 des essais sur les nom-
breux bactériophages les plus divers que ‘e posséde, puis au
titrage des particules actives présentes i différents niveaux de la
colonne liquide aprés des centrifugations faites, soit pendant un
temps constant a des vitesses croissantes, soit 4 une vitesse cons-
tante pendant des temps croissants, et élablir ainsi des courbes
de sédimentation aussi compldtes que possible,

Cette étude n’étant pas entitrement termindée, j’en rapporterai
prochainement les résultats définitits. 11 va sans dire que celle
technique mise au point pour les bactériophages est également

applicable & beaucoup d’autres éléments ainsi que nous le ver-
rons ultérieurement.

(Pnstitut de bactériologie de U'Universilé de Liége.)
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De L' ULTRACENTRIFUGATION DES VIRUS DES PLANTES,

par AxprE Gramia et Pavn Max.

Dans la note précédente, ainsi que dans plusicurs communi-
<calions anléricures (1), T'un de nous a insisté sur Uinconvénicnt
que peul présenter la forme conique du récipient conlenant le
liquide & centrifuger dans appareil de Henriot et Huguenard.
Les particules sédimentées pendant la centrifugation, peuvent
©tre toules ou en parlie remises en suspension par le tourbillon
qui se produit dans le liguide lors du retour a la position de repos.
Clest pourquoi il a imaging, pour y remédier, plusicurs techni-
que différentes selon les conlingences expérimentales el qui onl
¢lé déerites dans ses dernidres communications.

Il y a des cas cependant ol le sédiment est, de par sa nature,
si adhérent & la rainure périphérique de la coupelle qu’il échappe
A la remise en suspension. C'élail le cas notamment lorsque des
microbes ou des baclériophages avaient ¢te cenlrifugés dans cer-
tains échantillons de bouillon ordinaire cnmlcnanl.‘ﬁuc sorte de
gomme qui colle Ie sédiment & la périphérie. Cest encore le cas,
amsi que 'un de nous ’a dgalement signalé, pour les sucs de
plantes, lesquels conliennent en abondance des matieres collantes,
nolamment de la pectine. 8i donc apres les avoir congelées a
I'aide de neige carbonique nous passons ay presse-fruits quelques
feuilles de Nicotiana tabacum atleint de la mosaique ordinaire du
tabac, nous en extrayons un suc abondant, ¢épais et trés trouble
(que nous centrifugeons dans la coupelle pendant 5 minutes & une
pression d’air de 1 kgr., soil & une vilesse de 45.000 lours-mii-
nute. A I'arrét, nous retlirons de la coupelle le liguide surnageant
fortement coloré en brun foneé, mais tout i fait limpide ; tandis
<que dans la rainure de la coupelle resle intimement adhérent, un
gros sédiment de particules végétales. Le liquide limpide sur-
nageant est tres virulent. Faisons de méme avee du suc de tabac
alleint du « tobacco necrosis » de K. Smith el mélangeons les deux
sucs virulents ainsi clarifiés. Soumetlons ce mélange de deux
virus i de nouvelles centrifugations d’intensités croissantes et
prélevons aprés chacune d’elles des échantillons dont nous titrons
la virulence sur Nicoliana glutinosa pour le virus de la mosaique

(1) C. R. de la Soc. de biol. 1934, 1. 117, p. 12282 ibid,, 1937, 1. 125, pp..3';'1
b 1055, Congrés de chimie biologique, Bruxelles, oclebre 1935, Bull. Soe. chimie
biel. | 1936, t. 18, p. n0f,
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du tabac et sur Phaseolus pour le virus du « tobacco necrosis ».

Voici les résultats obtenus

Centrifugations Mosaique du Tabac Tobacco necrosis
(tours minute)
5 min. & 2 kgs (60.000) 361 Iésions (1o feuilles) 65 lésions (3 feuilles)
10 min. a 3 kgs (70.000) 123 lésions (1o feuilles) 23 lésions (3 feuilles)
10 min. 4 4 kgs (80.000) D2 lésions (1o feuilles) 17 lésions (3 fenilles)

.

Comme on le voit, les deux virus mdélangdés soumis aux mémes
centrifugations suivent des courbes de sédimentation fort neftes

et treés semblables, trés semblables aussi a celles que 'un de nous
a rapportées pour des baciériophages en suspension dans du
bouillon et centrifugés dans la coupelle (1). Tel est le premier
résultat que nous avions oblenu il y a déja quelque femps et
depuis lors nous poursuivons des essais plus mdéthodiques et plus
précis que nous rapporterons ultérieurement. Malheurcusement,
ces titrages sont beaucoup moins commodes que les tlitrages de
bactériophages : ils exigent un grand nombre de plantes et les
résultats sont moins rapides. Aussi avons-nous, enlre lemps,
procédé & des centrifugations en recherchant, non plus les varia-
tions de la virulence, mais celles de la proléine cristallisable de
Stanley, en utilisant la méthode plus simple de Bawden, qui con-
siste & chauffer le suc de tabac mosaiqué A 70°, pendant quelques
instants, de fagon & le dépouiller de ses constiluants coagulables
et non virulents, puis & ajouter & 3 volumes de ce liquide ainsi
dc.égrossi, 1 volume d’une solution saturée de sulfate d’ammo-
niaque contenant 5 p. 1oo d’acide acétique glacial.

Voici comment nous procédons. Le suc brut de tabac mosaiqué,.
d’abord chauffé quelques instants & 70°, esl soumis & une centri-
fugation de 5 minutes & 1 kgr. de facon & sédimenter les débris
végétaux et les matitres coagulées. Si & 3 volumes du liquide
surnageant limpide mais fortement coloré, on ajoule r volume
de la solution de sulfate d’ammoniaque acélique, il se forme un
précipité de cristaux de Stanley mélangés 4 d’abondantes im-
puretés amorphes et pigmentées. Si la centrifugation a été plus
énergique, on voit la quantité de cristaux diminuer et il suffit
déja d une centrifugation de 15 minultes & 4 kgar., soit a 80.000
tours-minute pour que le précipité produit par I’addition de sul-
fate d’ammoniaque acétique ne contienne plus que des matiéres
amorphes et plus un seul cristal. Nous en avons déduit la tech-
nique suivante pour obfenir les cristaux de Stanley : 25 c.c. de
jus brut de tabac mosaiqué sont chauffés & 70°, puis dépouillés
par une premiere centrifugation de 5 minutes a 1 kgr. Le liquide
surnageant trés limpide, mais fortement colord, est ensuile cen-
trifugé pendant 15 minutes & 4 kgr. de facon a sédimenter entid-
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rement la protéine eristallisable. Le liquide surnageant resté tou-
jours aussi coloré est décanté, puis la coupelle prudemment
vincée avee de Pean de canalisation alin d’enlever les dernitres
traces de liquide surnageant. I'on mel alors en suspension le
léger sédiment incolore qui se trouve forfement adhdérent o la
périphérie de Ta coupelle, en ringant celle—ci rds énergiquement
cetle fois avee 3 c.e. d’ean de canalisation. Ce liquide est presque
incolore et Iégérement trouble, Une centrifugation de quelques
instants & Ta centrifugense ordinaire sédimente ce trouble et le
liquide clair surnageant est additionné de 1 c.c. de sulfate d’am-
moniaque acélique. On oblient aussitot un (res abondant précipilé
nacre el soyeux qui, examiné au microscope, se monire exclusi-
vement constilud des erislaux de Stanley. Si on le juge néces-
saire, on peul encore procéder a des lavages de ce précipité dans
une solution acélique de sulfale d’ammoniaque au quart de satu-
ration, puis a des reeristallisations successives, apros des redis-
solutions dans 1'can de canalisalion ou dans une solulion tampon
de pll ~=. En combinanl Pultracentrifugation i la méthede de
Bawden, nous_avons ainsi réalisé une technique fort simple et
extrémement rapide, puisqu’elle ne demande oudre plus d'une
heure, pour obtenir des cristaux de Stanley dans un ¢état dextréme
propreté. '
i iehecam o3 18 sl eacyongPlus & dos planics do oo
mais i des plmﬂcs de -\'ic(.}iii(mlrz (IO?‘HU - mfeclA.:on ‘E'.Clmmllb?e’
duil de nmnbrouécs“I;Eaionsl,. ]oc';jl c ou,l.e FASHLS; VLTS &t P
. - 8 ales, mous n’avons {rouvé aucune
Ira‘cc’ de cristaux de Stanley. Ce résultat ne nous a pas élonnés,
car, il y a longlemps déja, nous avions vu que le méme matériel
ne flocule pas non plus par I'addition du sérum antimosaique du
i,abaf:. En ce qui concerne la protéine spéeifique qui avait fait
I'objet de nos études sérologiques au cours de ces {rois derniéres
années ct que Stanley a réussi le premier & obtenir sous une forme
CI"isl.alline, il existe donc une différence nette entre l'infection
gcénérale et 1'infection locale. Cette différence aurait une impor-
tance fondamentale si elle devait &tre qualitative plutot que quan-

titative, Aussi, nous v reviendrons dans une prochaine communi-
cation,

(Institut de bactériologie de 1'Universilé de Liége
et Institut agronomique de I'Etat @ Gembloua.)




