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AVANT.' PROPOS 

Les recherches effectuées  dans l e  laboratoi re  de 

Physiologie e t  de Génétique Microbienne (E.R.A. no 275) de l ' I n s t i t u t  

Pasteur de L i l l e ,  sont or ientées  depuis p lus ieurs  années vers  l t é t u d e  

des phénomènes intimes du tr ans£ e r  t génétique e t  de l a  recombi.naison 

chez Escherichia c o l i  K12. 

Lorsque des ce l l u l e s  mâles e t  femelles sont mélangées, on 

a s s i s t e  tout  dl abord à une phase dc reconnaissance en t r e  l e s  deux 

types de ce l l u l e s .  Elle e s t  suivie  de l a  formation efi 'ective des 

couples, ce qui pernet l e  t r ans f e r t  génétique de DNA de l a  c e l l u l e  

mâle à l a  c e l l u l e  femelle, lui-même précédant l a  recombinaisori chez 

c e t  te dernière.  

Malgré un t r è s  grand nombre de trovaux, l e  i;.,écuiiçrne 

d'aucune de ce s  phases n ' e s t  parfaitement connu. Notre ts-avail a 

porté sur l ' é tude  des i~~éca~ i smeç  physiques dia t r ans f e r t  génétique e t  

de son i n i t i a t i o n .  Deux grands courants d'idées ex i s ten t  à c e t  égard : 

Selon l e  premier, il semble que l e s  bactér ies  sont  accolées 

au cours du t r o n s î e r t  qui se f a i t  grâce à 3-a formation d'un pont en t r e  

].es deux ri~c?inbrsnes. Dz nor,:.breuses pho tographics de microscopie optique 

e t  électronique sonr en faveur de c e t t e  hypothèse, 



Selon l e  second, l e s  ce l1u l . e~  males se f i xen t  sur l e s  

c e l l u l e s  £emelles grâce à des longs appendices sexuels ( ~ - ~ i l i )  

qui s e rv i r a i en t  s o i t  au passage du matériel  génétique, s o i t  singlement 

au rapprochement des deux ce l l u l e s ,  a£in de determiner un contact  

plus intime. I c i  encore, des photographies de microscopie électronique 

montrent ce phénomène. 

ikux hypothèses aussi disse~ilblables mbritaient  d ' ê t re  

réétudiées  en employant des techniques nouvelles. Nous avons voulu 

examiner l e  contact  d i r e c t  entre  c e l l u l e s  en marquant sélectivemrnt 

l e s  c e l l u l e s  mâles ou. femelles avec des radioisotopes,  a f i n  de 

détermincr si l e s  nombreux coilples paraissant  % t r e  en cours de 

t r a n s f e r t ,  é t a i e n t  formés de c e l l u l e s  de po1;cr.i t é  sexuelle dif fE?r$crlte. 

Afin d 'étudies l e  r ô l e  des F-pil l ,  nous ûvons u t i l i s é  

d 'autres  teckmiques qu.e l a  microscopie élec.ta'o nique, dans l e  'Gvit de 

déterminer s t  i l s  servent au passage du DPJA a2 cou.~s  du. t r a n s f e r t  

génétique ou s 1  i l s  const i tuent  des organes de reconnalssaiice appelés 

à se  r é t r a c t e r  ultérieurement. Nous avons adopté l e  plan suivant : 

AprGs m e  étude bibliographique des travaux r é a l i s é s  çur 

les premières é tapes  de l a  conjugaison, nous avons é tudié  dans l e  

premier chapi t re  l e  contact  d i r ec t  en t re  c e l l u l e s  r&l e s  e t  femelles 

en microscopie électronique après autoradiogï.%aphie. 

Le second chapi t re  a é t é  consacré aux rech?rt:hes svx l e s  

F-pil i  f a i s an t  in te rven i r ,  outre l a  microscopie électrcnique,  des 

techniques d'obtention e t  de séparation de ces éléments. 



LA CONJUGAISON BACTERIENNE 



I - GENERALITES 

La conjugaison bactérienne d6couverte e t  décr i t e  par 

LEDERBERG e t  TATUlI en 1946 (62 ) , abou-tit A l a  forination de recombinants. 

C 'es t  l e  phénomCne par lequel  l e  matériel  génétique e s t  t ransféré  d'une 

c e l l u l e  mâle dans une c e l l u l e  femelle, l o r s  d e  l eur  contact .  

Les prer,iiers travaux ont é t é  effectués  en u t i l i s a n t  des 

mutants dlEscherichia c o l i  KI2 ( 6 2  , 61, 23 ). Ces auteurs ont rnontré 

que l l e f f i c a c i t é  du t r a n s f e r t  dépendait du contact  é t r o i t  en t re  l e s  

membranes des deux c e l l u l e  S. 

Cependant, 2es échcmges de materiel génétique pas' conjugaisoiri 

ont  é ti' déinontrés chez de nombreuses au t res  espèces d '  E~itercbactcriacées,  

t e l l e s  V i  br io  ( $ ) , Salmonella (93 ,68 ,g1 ) Entcrobacter .- (24) e t  Shigella (12 

Des conjugaisons in terspécif iques  ont  é~a lement  é t é  mises eii h idencc  

en t r e  des souches dtEscherichia - e t  de --- Shigella (67 ), de --- Salmonella 

(93 , 3 , 4 ), de Ser ra t i a  (SR ) ,  de Pasteurel la  ( 6  9 , 5 9 , 35 ) e t  de 

Proteus ( 4 ,29 j .  Il ex i s t e  m s s i  des conjugaisons en t r e  ce r ta ines  

espéces de Pçcudomonas ( 44) e t  de Pasteurel la  (59 ) e t  chez une --- 
espèce de Rhizobium ( 43). 

Pour CURTISS (19 ) , l e  phénomène de l a  conjugaison chez 

l e s  bactér ies ,  peut Etre d iv i sé  schématiquement en cinq étapes : 

a)  La formation de pa i res  çpécifiqu.cs déf inie  comme une ixnioii 

s t ab l e  entre  l a  c e l l u l e  donatrice e t  l a  c e l l u l e  récep t r ice ,  union 

r é s i s t a n t  zux d i lu t ions  f a i t e s  avec p ~ ~ é c a t i o n .  



b) La formation de pa i res  e f fec t ives  qui se t r adu i t  par l ' é t a b l i s -  

sement d'une coll-nection i n t e r ce l l u l a i r e  en t r e  l e s  deux ce l l u l e s  de 

sexe opposé. 

c)  La mobj.lisation du chromosome du donneur ou du facteur  de 

f e r t i l i t é  F, c ' e s t  à d i r e  l a  préptiration au t r a n s f e r t  chromosomique. 

d) Le t r ans f e r t  du chromosome ou du fac teur  F. 

e) L' intégration éventuelle des fragments cluromosomiques t rans fé rés  

au se in  du chromosorne du receveur, c ' e s t  à d i r e  l ' é t ape  de l a  recombbtlaison. 

1,e trançf e r  t c t l a  recombinaison génétique sont é tudiés  ensemble c a r ,  

expérimentalement, il n ' e s t  possible de séparer ces  deux étapes que 

chez l e s  mutants incapables d 'eff  ec tuer 1 a recombinaison. 011 ne coiinai t 

donc pas avec précision l a  chronologie des f a i t s  l o r s  d'une conjugaison 

normale. 

II - LES ETAPES DE L A  CONJUGAISON BACTERIENNE 

A) La formation des pa i res  spécifiques 

Il e s t  généralement admis qt1.e l a  présence de F-pili  chez 

l a  bactbrie mâle e s t  e ~ s e n t i e l l ~ e  à l a  fornlation de pa i res  spécifiques 

(7 1,  87). Cette consta ta t ion e s t  basée sur un ce r t a in  nombre d'observations. 

- Un exmen minutieux au microscope optique d'un nélange 

de bac té r ies  de sexe d i f f é r en t  montre l a  présence de couples qui se 

déplacent ensemble, bien que n 'é tant  pas en contact  é t r o i t ,  mais 

certainement r e l i é s  par un f i l  inv i s ib le  d'une longueur en rapport 



avec c e l l e  d'un F-pilus ( 8 ). 

- Lcs p i l i  des bactér ies  mâles peuvent ê t r e  cnleves, ce  qui 

entra îne  une per te  de l eur  aptitude A conjuguer. Une nouvelle synthèse 

des F-pil i  l eur  redonne une capacité norrriale de conjugaison ( 8 ) . 
- La fréquence de formation des couples e s t  directement 

proportionnelle au nombre de F-pili  p m  c e l l u l e  donatrice (20). 

- La pr ivat ion des c e l l u l e s  mâles en éléments n u t r i t i f s  (32 )  

ou en acides clminés exigés (54) ,  détermine une per te  de f e r t i l i t é  en 

même temps qu'une perte des p i l i  e t  de 1' apti tude à conjuguer (20,21) . 
Ces r é s u l t a t s  suçgèrent que l a  per te  de p i l i  e s t  d 'origine métabolique. 

- La plupar t  des mutants dé f ec t i f s  du point de vue du 

trcms£ert,  ne possédent pas de p i l i .  Ces m ~ t a n t s  semblent ii,capabLes 

de t ransférer  l e u r  matériel  génétique, même si 15 croisement c ç t  

f i l t r é  sur membrane de cel.luloçe pour obtenir  un maximum de contact  

en t r e  l e s  c e l l u l e s  mRles e t  femelles. 

P r i s e s  dans l eu r  ensemble, l e s  observations précédentes 

suggèrent que l e s  p i l i  de l a  c e l l u l e  mâle jouent un r6 l e  déterminant au cour 

de l a  formatioii des pa i res  spécifiques. Il e s t  possible que l e s  

c e l l u l e s  récep t r ices  possèdent des si t e s  speclfiques qui rkagissent  

avec l t ex t rêmi té  des pi.li de l a  bacter ie  donatrice. S i  c e l a  e s t  v r a i ,  

il e s t  néccsçnire de postu-ler que ce s  s i t e s  ne sont pas présents sur l a  

c e l l u l e  donatrice. 



B) La formation e f fec t ive  - des couplez 

La formation e f fec t ive  des p a i ~ e s  implique 1' établiçserrient 

d'un pont de conjugaj.son en t re  l a  c e l l u l e  donatrice e t  l a  c e l l u l e  

récep t r ice ,  par lequel  l e  matériel  génétique peut e t r e  t ransféré .  

Le tube de conjugaison ne do i t  pas avoir un diamStre bca~~coup plus 

important que l e  diCamétre de l a  cha2ne de DNA t ransférée ,  ca r  il 

a é t é  démontré ( 7 8 , ~ , 4 )  que l e  t r ans f e r t  de cytopiasnit? é t a i t  négligeable. 

D'après CURLISS (19) l a  formation e f fec t ive  des couples se dérou le ra i t  

en deux étapes : dans un premier temps, l e  F-pilus de l a  c e l l u l e  

donatrice s e r a i t  t i r é  2i 1 in tbr ieur  de ce l l e - c i  avec dépense dv  énergie 

dans l e  hut de former un contact intime en t r e  l e s  deux ce l lu les .  ?,a 

deuxième étape requ iè re ra i  t l a  présence chez l e  donneur, d'une substance 

spécif ique qui agirai.  t pour joindre l e s  membranes des deux ce l l u l e s .  

Ce phénornéne s e r a i t  commandé pm l a  cellixle donatrice e t  ne se 

produira i t  pas s ' i l  y a eu mutation au niveau de l a  c e l l u l e  récep t r ice  

ou si ce l le -c i  a é t é  t r a i t é e  par des agents physiques. 

a  mobilisation du chromosome c) L- 
Selon l e s  hypothèses émises par. l a  plupart  des auteurs 

précédemnent c i t é s ,  l a  prlemi&re étape de l ' i n i t i a t i o n  de l a  mobil isat ion 

du chromosome impliquerait  l a  tr;lmàmission d'un signal  provoqué, s o i t  

par l t i n t é r a c t i o n  en t re  l@ext rêmi té  du F-pilus e t  1s surface de l a  

c e l l u l e  récep t r ice ,  s o i t  par l a  formation du couple lui-neme. 



KUSNIERZ e t  c o l l .  el1 1971 ( 5 6  ) cnt  é tudié  l e s  e f f e t s  d'un 

nouveau contact  c e l l u l a i r e  sur l a  mobilisation du chromosome après 

in te r rup t ion  du proce ssuç en cours, par séparation ni6caniqu.e de s 

couples en conjugaison, 

Un croisement e s t  ef fectuk dans des condit ions normales e t  

après des temps de contact  va- iables ,  ].es mâles e t  l e s  f e r ~ e l l e s  sont 

séparés par action d'un ag i ta teur  uVortexM durant 3 rr,in. L t  introc2ucti on 

immédiate d ' m e  q u m t i t é  égale d'une seconde femelle permet de suivre 

l e  deuxième t r ans f e r t  sans 1 ' interférence des premiers zygotes. 

Ltapparitioli des nouveaux recombinants, por tant  l e s  caractères  

4- + chro~nosomiques proximaux Th , Leu 10 miri après l e  blocage du premier 

t r a n s f e r t ,  montre qu'une nouvelle conjugaison repreno immGùiatenient 

après l ' interrv.ption, Quel que s o i t  1-e momerir de 3 ' in tcrrup t i o c ,  chaque 

gène passe dans un ordre identique A ce lu i  du témoin, mais re tardé  de 

l a  période qui précède 1 ' in terrupt ion.  Les Hfr excon juguavits peuvent 

donc s' apparier e t  conjv.guer une seconde f o i s .  

Lorsqutune deuxième conjugaison e s t  ef fectuée après 

in te r rup t ion  d'une première, un nouveau. cycle dc t r a l s f e r t  cormence 

i~fiédiatement à p a r t i r  de l ' o r i g ine  ca rac té r i s t ique  de t rans fe r t .  Cela 

impliqu.erait l ' exis tence d'un s ignal  de c e l l u l e  à ce l l u l e ,  l i é  au 

contact  des mernbraneç, induisant  un nouveau cycle de travisfert d'ime 

copie de DTJA difzérente de c e l l e  qui. in te rv ien t  dans l e  premier 

t r ans f e r t .  



D) L'étape du t r a n s f e r t  e t  de l a  recombinaison çénét ique 

L' information génétique es.t. transniise de l a  c e l l u l e  male 

à l a  c e l l u l e  femelle  au cours  du. t r a n s f e r t  chromosomique. Son 6tude 

peut  s e  f a i r e  de d i f f é r e n t e s  façons. 

IIabituellement on é t u d i e  l f  appar i t ion  de recombinants au 

cours  de croisements e f f e c t u é s  e n t r e  des c e l l u l e s  dona t r i ces  e t  des 

c e l l u l e s  r é c e p t r i c e s  d i f f é r a n t  par  un c e r t a i n  nombre de c a r a c t è r e s  

chromosomiques. JACOB e t  WOLLPJIN (51 ) on t  employé 1 ' induction zygotique, 

On peut  également é t u d i e r  l e  t r a n s f e r t  en mettant en 

évidence l a  synthèse immédiate d'une enzyme chez l a  c e l l u l e  r é c e p t r i c e  

après  croisement avec une c e l l u l e  donat r ice ,  capable de 1 2  synthé t i s e r  

( 78 ) *  

Enfin, l a  méthode 1 a p l u s  d i r e c t e  e s t  d'employer des 

c e l l u l e s  donat r ices  dont l e  DITA e s t  marqué à l a  thymidine ou à l a  

thymine r ad ioac t ive  dans des croisements avec des c e l l u l e s  r 6 c e p t r i c e s  

non marquées. 

Les travaux e f f e c t u é s  sur l e  t r a n s f e r t  chrorii.osoniique on t  

eu  pour but  de déterminer l a  na ture  monocaténaire ou b ica téna i re  

du DNA t r ans fé ré  au cours  de l a  conjugaison. 

La synthèse de DlJk chez l ' u n  des deux pa ren t s  a é té  

é tud iée  par  p r i v a t i o n  en thymine de mutants Thy , en u t i l i s a n t  

l ' i n h i b i t i o n  de l a  synthèse du DNA par  l l é d é i n e  ( 5 5 )  e t  l ' a c i d e  

na l id ix ique  (37 ,3g ) e t  en  employant des mutants thermosensibles 



incapables de synthktj se r  leur  DNA ii cer ta ines  températures, D a n s  tous 

l e s  cas ,  il s ' a g i t  de conditions pa r t i cu l i è r e s  e t  l e s  r é s u l t a t s  doivent 

ê t r e  i n t e rp ré t é s  avec l a  pl-us grande prudence. 

JACOB, BRElJiYER e t  CUZIN (49 ) ont montré que I f A D N  t r m s f é r é  

durant l a  conjugaison, n ' e s t  pas cornposé de deux br ins  synthét isés  

antérieurcmcnt au croisement, mais q u ' i l  e s t  formé d'un br in  synthétiiçi. avant 

celui -c i ,  l e  deuxième br in  é tan t  formé pendant. 

O H K I  e t  T0MIZA:JA (75)  ont  observi: que l a  majorité des extrêmites 

des chaînes chromosomiques transÇérées dans l e s  bactér$ies récep t r i c e s ,  

sont de naturc 5'. I l s  pensent q u ' i l  y au ra i t  t r ans f e r t  d'une chafne 

parentale,  l t e s t r ê m i t é  5' en t ê t e  e t  d'une chaîne f i l l e  nouvellenie_nt 

synthétisée.  Dans c e t t e  c e l l u l e  récep t r ice ,  l a  cha4ne f i l l e  s e r a i t  

dégradée à p a r t i r  de son extrêrnité 3' e t  seule l a  clialine possédant 

1 'extrêmi t é  5.' s e r a i t  effectivement transférée.  

L'étape d;i t r ans f e r t  chromosomique abouti t  a l a  formation 

de zygotes inaomple t s  ou mérozygotes chez lesquels  l a  recombinaisozi 

génétique pourra se f a i r e .  

Récemment, SURTISS e t  co l1  . ( 21 ) ont dénon tré qu'une 

ce r ta ine  lzomologie é t a i t  nécessaire en t r e  l e  chromosonc de l a  c e l l u l e  

donatrice e t  l e  matériel  génétique de l a  c e l l u l e  réceptr ice .  Cette 

hono1ogi.e permet t ra i t  à l a  recombinaison dlabou.tir à l a  faveur de 

crossing-over vrzi s en t re  les. chromosomes des deux c e l l u l e s  ( 7 0  , 06 ) . 



III - - BZ SQIITS EîTERGCSIQUES - 
En 1957, FISHER ( 31 ) a é tud ié  l e s  exigences en éléments 

n u t r i t i f s  des c e l l u l e s  r é c e p t r i c e s  ou des cell.u.leç dona t r i ces  ou des  

deux ensemble . 11 a démontré que :a formation des  zygrotes dépend 

de l ' é n e r g i e  fournie  par l e  cycle de &ebs ; en e f f e t ,  l ' a d d i t i o n  s i m d l -  

t an fe  A des c e l l u l e s  en croisement de glucose e t  d ' i~n  ac ide  dicarboxylique 

du cycle  de Krebs stiniule l a  formaiion des zygotes. Quant a ~ i x  corps 

connus pour l e u r  a c t i o n  i n h i b i t r i c e  sur  l e  cycle  de Krebs, I l s  inhibent  

l a  formation des zygotes. 

FISHEB ( 32 ) a montré également qu'au cours  de l a  for:natioi~ des 

zygotes,  l t 6 n e r g i e  n t é t a i t  u t i l i s é e  que par l a  c e l l u l e  donat r ice ,  Ain-i 

il admet que pendant l e  t r a n s f e r t  chromosomicpae, l a  c e l l u l e  donat r ice  e s t  

a c t i v e ,  t a n d i s  que l a  c e l l u l e  r é c e p t r i c e  e s t  paszive.  

Cependant, VUKTISS e t  c o l l .  ( 21) pensent que l e s  c e l l u l e s  ?!,Cr. 

- 
e t  17 r equ iè ren t  tou tes  deux un métabolisme a c t i f  au cours  du t r s .nsfer t  

chromosomique ; l e  parent  H f r  pour i n i t i e r  l e  t r a n ç f e r  t chrorr,ocionique c i  

l e  parent  femell? pour en con t rô le r  l e  taux. 

En 1970, G'JILLAU1.E e t  c o l l ,  (41 ) on t  étudiC 1 ' inf luence s u r  

l e  nombre de reccmbinants, des condi t ions  de c u l t u r e  e t  dFincubat ion  

l o r s  des d i f f é r e n t e s  phases de l a  conjugaison. Ils ont  a i n s i  montre 

que l a  préseiice de glucose e t  l ' anaérobiose  pour Xa cultu.re de ].a 

c e l l u l e  Hfr sont  des éléments c o n d i t i o i z n ~ t  un taux drappariernent 

- 
convenable. P a r  con t re ,  l e s  c e l l u l e s  F présentent  une a c t i v i t é  

maximale quand e l l e s  sont  c u l t i v é e s  sur rnilieu r i c h e  e t  en aérobiose,  

l ' a d d i t i o n  du glucose n 'appor tant  aucune modification. L 'apt i tude  des 

c e l l u l e s  Hfr à former des p a i r e s ,  q u ' e l l e  s o i t  due à l 'aùondalce des 

F-pi l i  ou A une au t re  cause,  e s t  dom sous 1' inf luence  du. ~ S t a b o l i ç n e  

in termédia i re .  



Par  a i l l e u r s ,  s i  l a  présence de glucose ou d'une source 

d 'azote n ' e s t  pas nécessaire au milieu dtapparicment, une concentration 

suf f i san te  en s e l s  minéraux e s t  inciispeiisable ; ce l a  s u ~ g c r e  1 ' importance 

- 
des charges de surface dans l e  phénoniène du contact  en t r e  I I î r  e t  F * 

- 
Enfin, lorsque l e  métabolisme de 1 ' H f r  e t  de l a  F e s t  r édu i t  

dans l e  milieu de t r ans f e r t ,  l e  nombre de recombinants e s t  dans l e s  

deux c a s  nettement diminué. Il apparai t donc qu'une a c t i v i t é  métabolique 

suf f i san te  des deux types de c e i l u l e s  e s t  indispensable au t rans fe r t .  

De ces  r é s u l t a t s ,  on peut r e t en i r  que l e s  deux cclliales en 

conjilgaison jou.ent un r ô l e  a c t i f  durant l e  t r ans f e r t ,  r ô l e  en rapport 

avec l e u r s  besoins en énergie métabolique. La bactér ie  Ilfr au ra i t  un 

rô l e  tou t  au moins dans l ' i n i t i a t i o n  du t r ans f e r t  ; l a  bacter ie  réceptr ice  

con t rô le ra i  t l e  taux de t r a n s f e r t  chromosomique. 

Conclusion 

Les deux premières étapes de l a  conjugaison, c ' e s t  d i r e  

l e  contact  e t  l a  formation du pont i n t e r ce l l u l a i r e ,  sont  pcx ticu.1 ièrement 

importantes. En e f f e t ,  e l l e s  impliquent une reconnaissance des deux 

c e l l u l e s  qui vont s 'apparier .  La nature des phénomènes i n t e ~ v c r r m t  au 

cours de c e t t e  recomaissar,ce n ' e s t  pas encore connue a i n s i  que l ' o r ig ine ,  

l a  nature e t  l a  s t ructure  du pont intercell .ulaire.  

Les recherches r e l a t i v e s  à ces  deux é tapes  de l a  conjugaison 

ont permis de dégager deux grandes hypothèses quant à i v o r i g i n e  e t  l a  

s t ruc ture  du pont i n t e r ce l l u l a i r e .  



Pour ce r t a in s ,  l e  pont i n t e r ce l l u l a i r e  çe fo rne ra i t  après 

u.n contact  e f f e c t i f  en t re  l e s  deux c e l l u l e s  de sexe d i f fé ren t ,  Pou.r 

d 'autres ,  ce contact  se f e r a i t  par l r i n t e r r , 6d i a i r e  du F-pilus de l a  

bactér ie  mâle. Le DNI: de l a  c e l l u l e  mâle s e r a i t  a l o r s  i n j ec t e  dans l a  

c e l l u l e  ferriclle par l t interciédiai .re du F-pilus ou bien il s e r v i r a i t  

à l a  su i t e  de sa  r é t r ac t i on  dans l a  c e l l u l e  mâle à rapprocher l e s  

deux cel . lules e t  l e s  mettre a in s i  en cointact intime, 

Nous verrons tou t  d1 abord 1 ' é  t a t  de nos connaissances sur 

1.e contact  d i r ec t  en t r e  l a  cellu1.e mâle e t  l a  c e l l u l e  femelle e t  ensui te ,  

nous entreprendrons une étude bib1i.ographiqu.e sur l a  s t ruc ture  des 

p i l i  e t  l e  r ô l e  q u ' i l s  peuvent jouer au cours de l a  conjugaison. 

I V  - =DE DE LA CONJUGAISON PAR CONTACT - DIRECT ENTRE 
LA CELLULE INLE ET LA CELLUI,E FEIELLE 

L'existence d'une recombinaison génétique chez E. c o l i  a é té  

démontrée par LEDERBERG e t  TATUhl en 1346 ( 62) .  Ces auteurs  ont observé 

qu'un mélange de mutants auxotrophes donnait naissance 2 de r a r e s  individus 

prototrophes. Les exigences mult iples des souclies parenta les  excltlant l e  

re tour  de ces  bactér ies  à l ' é t a t  sauvage, ces  auteurs  concluaient que 

l e s  c e l l u l e s  prototrophes é t a i e n t  nées d'un contact  en t r e  deux c e l l u l e s  

auxo trophe S. 

Plus tard, SATU14 e t  LEDERBERG (85 ) e t  DAVIS ( 2 3  ) confirrriaient 

c e s  r é su l t a t s .  Seul un contact  e f f e c t i f  entre  deux c e l l u l e s  parentales 

pouvait donner naissance à des recombinants. La recombinaison génétique 



é t a i t  donc l a  con séquence d'une co:i jugai son, 

La fréquence de i.ccombiiiaison é t a j  t cependant s i  f a i b l e  ( IO - 5 

-6 
à 10 ) qu 'e l le  doiznait à penser que l a  fréquence de conjugaison devait  

e l l e  même ê t r e  trop r a ib l e  pour que ce l le -c i  puisse ê t r e  observée. 

Avec l a  décou.verte de çouclier, 3 Iiaute fr6quence de recc)mhinaison 

( ~ f r )  (17 ,42 ), c e t t e  d i f f i c u l t é  d i s p a a i s s a i t  e t  l a  conjugaison entre  

bactér ies  deveiiai t accessible à l ' observatj on di recte .  

En réa l i - t é ,  l a  f r f  queilce de recombinaison n ' e s t  qu'une mesure 

ind i rec te  de l a  fréquence de conjugaison. 11 a é t é  démolitré ( 1 7 ,  42)  que 

- 
lorsque des bac té r ies  donatrices IIfr et: des bactér ies  récep t r ices  F 

sont mélangées à p m t i e s  égales,  c ' e s t  pratiquement l a  t o t a l i t é  des 

bac té r ies  qui en t ren t  en conjugaison. Avec ui? t e l  système, LEDERBERG 

en 1356 ) a pu décr i re  des f i gu re s  de conjugaison a i ~ s s i  bien apr6s 

examen d i r ec t  au nicroscope à contras te  de phase, que sur des pr6pczrations 

f i xée s  e t  colorées ou par examen au microscope électronique. 

En 1957, AIJDERSON e t  c o l l .  ( 2 ) ont étudié les. aspects 

morphologiques en microscopie électronique après coloration néc~ative 

de d i f fé ren tes  va r i é t é s  de croisements, I L S  ont  nontrh que l e s  aspects 

de conjugaison nc sont pas de simples accolelnents mais de vér*itabies r"v.sions 

in té ressan t  des régions l imi tées  de l a  surface des bactéries.  On s a i t  

que l a  conjugaison a pour conséqidence l e  passage o r i e ~ t é  de matcri e l  

génétique de l a  bactér ie  donatrice vers  l a  bactér ie  récep.cricc ( cjî ). 11 

y a a l o r s  tout  l i e u  de penser que l e  passage du DNA s'cffectiic par  l a  

connecti-on i n t e r ce l l u l a i r e .  II semble ne pas ex i s t e r  sur l a  surfacc deç 

bactér ies  de zones de con jugaisori ca rac té r i s t iques .  Le pont qui u n i t  



des bac té r ies  accoupl&es semble t r è s  sol ide  e t  s 6 s i s t e  au pi petage doux. 

En 1956, GROSS e t  CAnO ( 39 ) ont é tud ié  en niicroçcopieélectroniq? 

sur coupes, l ' a spec t  de c e l l u l e s  en cours de conju.gaison. Pour c e l a ,  i l s  

on t  u t i l i s é  des souches m%les e t  femelles morphologiquement d i f fé ren tes  

e t  montré des contacts  int imes en t r e  des bac té r ies  de sexe di f£&rent .  Pour 

c e s  auteurs,  l e  pont i n t e r c e l l ~ t l a i r c  a un diamètre de 0, Ill e t  e s t  formé 

de l ' accole~!ent Citroi t des enveloppes bactérieniles. 

SHREIL e t  CHRISTZNSEM ( a 3  ) , u t i l i s a n t  une t e c lmiq~~e  semblable 

on t  abouti à l a  conclusion que l e  contact  en t r e  cel.lule mâle e t  femelle 

a l i e u  par 1 ' intermédiaire de "bul lesH,  ç t ruc  t u r e s  arrondies conçti  tu.6es 

des deux f e u i l l e t s  externes  de l a  paroi ,  Ces auteurs  pensent que l e  tube 

de conjiigaison observé pix- MJDERSON e t  c o l l .  se forme au. moment du 

séchage de l a  préparation par l 'eca-tement des deux c e l l u l e s  qui, à 

l ' o r i g ine ,  & t a i e n t  en contact  intime. 

Ces r6sv.l t a t s  c;o:ît controversés par LAFICASTER e t  SKVARLA ( 57 ) 

qui ont observe dans des cu l t u r e s  pures de bac t é r i e s  mâles 01). femell.es, 

des images sernbl~bles  c e l l e s  déc r i t e s  p a r  GROSS e t  CARO e t  par  

SIIREIL e t  CHRISTENSEN. 

Corne nous l e  verrons dans l a  s u i t e  de c:e t r a v a i l ,  ros  

observations rejoignent c e l l e s  de LANCASTER e t  SKVARLA. 



V - COI~JUCA~~ON PAR COXTEiCT PA9 L '  INTERTiEDIIiIBE DES P l L I  - ---- 

Les p i l i  on t  des  d inens ions  t rop  f a i b l e s  p0u.r ê t r e  o b s e r v a l l e s  

au microscope opt ique ; on ne peut  l e s  é t u d i e r  qul;iu nzicroscope é l e c t r o -  

nique aprSs coloration négat ive  ou aprèr; ombrage. Leur diamètre  e s t  

r e l a t i vemen t  constznl.  pour u11 type donné, mai ç Leur longueur v a r i e  

parmi l c s  p i l i  d'une mgme c e l l u l e ,  Contrairement aux f l a g e l l e s ,  i l s  

sont  d r o i t s  ; que1qu.e~ uns semblent ê t r e  r i g i d e s .  I ls s o n t  habituellement 

d i s t r i b u . 6 ~  régul ièrement  su r  t o u t e  l a  sur face  de l a  c e l l u l e ,  

1)  ?%couverte des  p i l i  b a c t é r i e n s  
-------------mm---------------- 

Ce sont  PG?DEKSOl\J ( 1 ), HOUWINK ( 45), HO'V'VTWK e t  VNI ITEBÇON @G ) 

qu i ,  l e s  premiers ,  on t  montré q u ' i l  e x i s t a i t  des  appendices  d i f f é r e n t s  

des  f l a g e l l e s  à l n  sur face  des  b a c t é r i e s ,  t e l l e s  que Dacterium c o l i ,  -- - 

Pse~idornonac, pyocyclrles e t  Pro teus  rnirclbilis. ANDERSOP1 p e n s a i t  à c e t t e  - 

époque q u ' i l  s t  a g i s s a i t  d l a r t e f z . c t s  appsra içsant  au caurs du séchzge 

des  p r é p a r a t i o n s  microscopiques. IIOU\iINK pcar con t r e ,  l e s  c o n s i d é r a i t  

cornnie des  s t r u c t u r e s  p ré sen te s  s u r  l a  b z c t é r i e  a v a i t  l e  séchage de 

1 'échant i l l .on .  Quant à HOUT:IINK e t  VAN ISERSON, i l s  pensent  que c e s  

f i l a m e n t s  s e rven t  d 'organes de Eixa t ion  de l a  bact4ri .e s u r  l e  subst-rat .  

Ces ;ippendices sont  p l u s  c o u r t s ,  p l u s  f i n s  e t  p l u s  nombreux 

que l e s  E lage l l c s .  DUGUID e t  c o l l .  (27 ) proposPrent en  1355 de l e c r  

donner l e  nom de tT f inb r i ae"  qui  s i g n i f i e  f i i s ,  f i b r e s  ou f r anges .  

P l u s  t m d ,  BRINTOI; ( 12 ) propose l e  terme t t p i l u s l t ,  s i g n i f i a n t  

cheveu, qui l u i  çenible ê t r e  p i u s  d e s c r i p t i f  en  r a i s o n  de la dispos i t io i i ,  



de l a  dimension e t  de l a  c ro i s s&xe  dc c e s  appendices, Pour BRINTOIJ, 

l a  présence des p i l i  se manit'este fréqucmmn~nt chez l e s  biictkries Gram 

néga t i f ,  par t icul ièrenent  chez l e s  souches fraichernent i so l ée s  à p a r t i r  

de sources naW.rellcs. Il-s ne s1av5rcnt pzs nbcessaires à 1.a croissarice 

ou à l a  v i t a l i t é  des bactér ies  dans l e s  condit ions de cu l tu res  llabiti..~elles. 

2) Morphologie des p i l i  ----- ----- ----------- 

130ur BRINTOIJ ( 8 ) il ex i s t e  s i x  types mospholoyiquerrient 

d i s t i n c t s  de p i l j  , qui ont  é t é  nv.nérotés par onire de d2couy~crte. 

Les p i l i  non sexuels sont numCrot6s de I A V ; l e s  p i l i  sexuels sont 

nommés F-pil i .  I,es ca rac té r i s t iques  des types 6c p i ï i  sont l e s  s u i v m t r s  : 

TAELEAU 1: 

Dans l e s  condit ions normales de cul tuse ,  on rencontre des 

p i l i  du type 1 chez l a  p lupar t  des Eiiterobacteriacées. BRIN1;ON ( 8 ) a --- 



- 
montrk que l e s  c e l l u l c s  dïEsciierichin -..--- c o l t  F sont pourvues de nomnbreil.~ 

p i l i  du type 1. On peut égalernent rencontrer  des p i l i  de tppc 1, III 

e t  I V  chez Proteirç ; des p i l i  du type I e t  du type IV peuvent % t r e  

présents au.x c ô t f s  des F-pil-i chez Escherichia c o l i  IifrC. 

Comme nous l e  verrons dans l a  su i t e  de ce t r a v a i l ,  Les F-pili  

seinblent jouer un r ô l e  important l o r s  da phfnomènc de l a  conjugaison, 

Nous avons cherché un moyen de l e s  i s o l e r  des autres  types d e  p i l i ,  

Cependant, lorsque nous isolons l e s  f inbr iae  d'une bactér ic  mzle, nous 

retrouvons dans notre préparation des F-pi l i  e t  des p i l i  du type 1. 

Afin dPesszyer dc reconnaître ces  derniers  à l tobserva t ion  d i rec te  au 

microscope électronique,  il nous a semblé int6resçant d 'é tudier  tout  

d' abord leur  s t ruc ture  e t  leur aspect. 

Nous verroils donc dans un premier temps l e s  p i l i  dix type I 

e t  ensui te ,  nous nous in téresserons  aux F-pili .  

Les p i l i  bactériens non sexuels du type 1 - 

1) Structu.re f i n e  dos p i l i  de type I ................................. 

Les p i l i  du type I peuvent ê t r e  i so l é s ,  concentrés e t  pu r i f i é s  

(15 ). Ils sont séparés des bac té r ies  p m  ag i ta t ion  mécanique. e t  concen- 

t r é e s  par centr i fugat ion.  Leur s t ruc ture  Fine a é t é  étudiée par diffrz-ction 

aux rayons X e t  examen au microscope électronique. 



BRINTON a montré ( 8 ) que l e s  p i l j .  s sont  des f i laments  

O 

creux à s t r u c t u r e  hé l icoQdnle  d'un diamètre e s t e r n e  de :/O 11. Le trou 

O 

c e n t r a l  a un diamètre de 20 à 27 A. Le p i l i  e s t  c o n s t i t u é  de sous- 

u n i t é s  agencées l e s  unes sur  le'; au t re s ,  à r a i s o n  de une sous-unité 

pour t r o i s  toi~.rs 1/8 de s p i r e .  Ces sous--uni.tés on t  12 dens i th  des 

p ro té ines  e t  xn poids moléculaire  d' environ 16.000. 

2) Stru.c t u r e  chimique 

Les p i l i  du type I peuvent ê t ~ e  dépolymérisés en sous-unj.t&s 

de p i l i n e  eii rornp~mt l e s  ponts  hydrogènes ou hydrophobes par zctioii  d2 

l a  chaleur ,  de l ' a c i d e  acé t ique ,  du s a l i c y l a t e  ou. ciu chlorhjrclrate de 

guanidine (BXI~JTON e t  HU.JG,lLF ) . L' a îa lyse  chimique de l a  p i l i r î e  montre 

q u ' e l l e  a un poids moléculaire de 16.600. E l l e  e s t  cons t i tuée  d'a~x n.)ii?c; 

1G3 r é s i d u s  d 'ac ides  aminés. 1,a pil.ine c o n t i e n t  une g rac ie  proport ion 

d ' a r i d e s  aminés avec des chaînes  l a t é r a l e s  hydrocarbonécs et -$.ne fa3 b! e 

4- 
propor t ion  d 'ac ides  aminés basiques. De p lus ,  l e  nombre 2e r6sidv.s N!I,, 

5 

indique que l a  propor t ion  des groupements c;irbo>:yles e s t  f i i i ù l e .  t a  

prépondérance des chaînes  l a t é r a l e s  non p o l a i r e s  peut  i n f l u e r  sur  l c  

c a r a c t è r e  hyckophobe des p i l i  de type 1. Ce c a r a c t è r e  l e u r  conîère  

l a  p ropr i é  té  dl agglu t iner  l e s  c e l l u l  e s  scwguiiies, comme l ' o n t  montré 

l e s  travaux de BRIlJTOI\I ( 7 ) e t  & DIJGULD e t  GUïLLltS (26 ) . 



3) Synthèse des p i l i  1 ----..------- --------- 

La régénéra t ion  des p i l i  1 demeure poss ib le ,  même après  

quat re  cyc les  d f e n % & v e x e n ~  e t  de rég6néra t ion  successi£s en présence 

de chloramphénicol ( 8 ),  11 semble donc cp.e l e u r  c ro issznce  ç'effcctiae 

par  assemblage de sous-iaiij.tés prézyn chétiséer;,  plutOt que p a -  1-a 

syiitlièse de p ro te ines  ck nclvo. C e t t e  observat ion se  confiurxe en 

cons ta t an t  l s ~ b s e n c e  d1dci;l<is aninCc; r a d i o a c t i f s  dans l e s  p r o t é i n e s  

des p i l i  en présence de c i i l ~ r ; ~ - I ~ ; J n i  co l .  

4) Contrale  génétj-que d e s  p i 2 i  (Ji iype I --------------------------- ---,----- "-.,"-- 

Les travaux de ERIN'rOT.1 e t  BIQOIJ ( I O ) ,  de BRI1:TOII e t  c o l l ,  (13) 

e t  de GZMSKL ( 3.4 ), on t  1;:ontré que l a synth$se des p i l i  1 é t a i t  cont r8 lée  

pal- des gtZines l o c a l i s é s  sur l e  chron~osome dtEschclrichia c o l i ,  au nj.vcuu ----- 

du I.ccus clrabiiî-ose. 11s on t  prouvé que lorsque  l-'oii c ro i sa i t :  Escheric!îi;; ---~.- 

col i avec Ça?nci:%ella typhosa, l e s  p i l i  p rodu i t s  p a -  Sali~ri7ai~Lla tyrpho~: - ..- -- --- ----- 

é t a l e n t  sésolo~iq~.er:!ent i.den t iques  à ceux d t  Eschcrichi a c o l i .  --------- 

B:IIRTOiJ e t  c o l l .  (1 3 ) o n t  dérnofitrC que Ic  gcne r e s p o n ç a b ~ c  

de l a  syntlîèsc dcs  piXi. de type  1 se   trouvai-^ l o c a l i s é  S T J . ~  l e  chsomos~irie 

dtEscherichi;i  - c o l i  --- Xi2  à 2 nm du locus  ~i-'?unimriiile der côté opposE à l a  

leucine .  



B) Les p i l i  sexu-els ou F-pili. 

1) Dccauvcrte des F-pi l i  ....................... 

qut  il e x i s t e  des  bactériophages à BIJA sp6ci.Çiques des b a c t 2 r i c s  m$les. 

Plus t a r d ,  CRAVFORD e t  GESSZLMD ( 18) observent que lo r squ tune  

suspension de phages R I 7  à RFJA e s t  mise en contac t  m e c  des b a c t e r i e s  

males, ceux-ci se  f i x e n t  sur  c e r t a i n s  de 1eu.x'~ p i l i .  Le bactériopllacje 

~ 1 7  montre une a f f i n i t é  marquée pour l e s  Eimùriae des b a c t é r i e s  llfr 

- 
e t  1;1' ; par con t re ,  il ne se  f i x e  par; sur  ceux des b a c t b r i e s  F . 

En 1964, BEiINTOlJ e t  c o l l ,  ( 12) donnent 2 c e  t t c  i iouvelle 

s o r t e  de p i l i  l e  nom de F-pi l i ,  ?i cause dc l e u r  nlorphclogic seniblaS3 e 

à c e l l e  cies p i l i  du type X e t  de l e u r  p r é s ~ n c e  exclus ive  cl;cr, l e s  
.. 

b a c t é r i e s  pourvues du f a c t e u r  F. En 1365, CARO e t  SCi2?OS (1 6 )  montrer,: 

que l e s  phages f l  à DRA se  f i x e n t  à l t e x t r ê m i t é  des F -p i l i .  

2) i4orpl.iologie des F-pi1.i ...................... 

I l s  se présentent  sous l a  forme de f i l amen t s  c reux d'une 
O 

longueur variCrnt e n t r e  1 e t  20 dd'un d i m è t r e  externe  de 85 A environ 
O 

e t  d'un diwnètrc in t e rne  de 2 0  à 25 A, On peut  en observer jusquf à 

quat re  par cc l l .u le ,  I ls  sont  en généra l  p l u s  longs e t  p lus  f l e x i b l e s  

que l e s  p i l i  du type 1 présen t s  su r  une même cel1iLi.e. A l ' obse rva t ion  

au microscope é lec t ronique  après  c 'olorat ion nriigative, i l s  présentent  



l a  même s t r u c t u r e  f i n e  que l e s  p i l i  I e t  semblent ê t r e  formés de sous- 

u n i t é s .  La s e n s i b i l i t é  d e s  F -p i l i  à ia t r y p s i n e  e t  1.c p r o f i l  du s p e c t r e  

d' absorp t i o n  en 1umii:re u l  tra-v.i.ole t r e  de p r4pa ra t i ons  partiellement 

p u r i f i é e s  de F - p i l i ,  i nd iquen t  q u ' i l s  son t  peu t  ê t r e  corqosés  de 

p r o t é i n e s  corne l e s  p i i i  du type 1. 

En 1965, VALENTINE e t  STRAND (08 ) étucliant des F-p i l i  i s o l é s  

au microscope élcctl-onique , on t  montr6 qu' i l s  son t  pour.vus d"uiic s o r t e  

de bo i~ ton  à l e u r  e x t r ê m i t é ,  I l s  pensent  que c e t t e  s t r u c t u r e  repr t i sen te  l a  

" rac ine"  du F-pi1v.s su r  l a  b z c t é r i e .  

P lu s  tcwd, LAInJ ((55 ) dément c e t t e  hypothèse e n  montrant que 

c e s  rc?if lements  son t  p r é s e n t s  aux c x t r ê m i t é s  d i s r a l e  des  F -p i l i  

encorze a t t ac l i é s  h l a  b a c t é r i c  mâle. Ils pensent  que ces  boutons s o n t  

f o r n é s  d'une p a r t i e  de l 'enveloppe bzct6r ie i?ne5 ezilevbe ad colxrs de l a  

c r o i s s a n c e  du F-pilus.  

3) P r o p r i é t é s  géné ra l e s  des F - p i l i  ------------------------------.- 

Les F - p i l i  son t  des s t r u c  t u r e s  f r a g i l e s  f açilemen-t dé tachabi  e ç 

des  b a c t b r i e s  pa r  cliocs hycirodynnmiques. Une c u l t u r e  ci- b a c t é r i e s  r;i^alcs 

soumise h des  l avages  e t  à des c e n t r i f u g a t i o n s  r.épC i:&s, perd p l u s  de 

80 p. 100 de s e s  F -p i l i .  

W2iLTDT el: c o l l .  ( (30) o n t  montré que l e s  F - p i i i  son t  t rès  

se l i s i b l e s  zux s o l v a n t s  organiques  t e l s  que l e  chloroforme, l e  benzène 

e t  l e  t é t r a c h l o r u r e  de carbone. Les F - p i l i  soumis à 1' actio:i àe t e l s  



so lva~ i t s  perdent rapidenent l eur  capacith d' adsorber l e s  bzcteri  ophages, 

Une température de 80°C pendant 8 min a l e  même e f f e t .  

4) Syntiiéçe des F-pil i  par l e s  c e l l u l e s  mâles ----- ---- 

Le taux de synthèse des F-pi1.i var ie  considér~bleme~zt  dlul;e 

souche à l ' a u t r e  c t  pou-. une même souche, selon l e s  conditionç de cu l tu re ,  

La cu l tu re  de l a  sov.che IIfr  en milieu r iche ou dans des condi t j  011s 

d'anaérobiose l ésè re ,  favor ise  l a  formation des F-pil i  ( 7 1  ). 

Lt&tude de l a  production des F-pili  chez l e s  souches mâles 

indique qu 'e l l e  s u i t  généralement l a  croissance de l a  cu l tu re  : e l l e  

augmente rapidcrfient durant l a  phase exponentielle de croissance décroîx 

e t  finalement s'annule lorsque l a  croissaicc  de l a  cu l t u r e  r i i en t i i :  e t  

qu 'e l l e  en t re  dans l a  phase s ta t ionna i re  ( 87 ) . 
NOVO1.tY e t  c o l l .  ( 72 ) ont étudié l e s  c:£fers de L'agitat ion 

mkcanique sur l e s  F-pil i ,  l e s  p î l i  1 e t  l e s  f l a g e l l e s ,  a i n s i  qv,c l a  

c inét ique de l a  synthèse de nouveaux p i l j  . 
Ils ont montré que l e s  F-pil i  e t  l e s  f l a g e l l e s  sont s6parés 

des c e l l u l e s  aux mêmes v i t e s se s  d'agitûtj-on, a l o r s  que l e s  p i l i  du 

type 1 l e  sont à des v i t e s se s  plus  grandes. Aucune des v i t e s se s  em2loyées 

n ' inhibe l a  croissance c e l l u l s i r e ,  l a  v i t a l i t é  e t  l a  f acu l t é  de 

resynthèçc des ~tppeitdices. 

Les cellul-es mâles dép i l i ées  e t  remises dans des conditions 

de cu l tu re  satisfaisan.tec; synthét isent  de nouveaux F-pi l i  dc m i l l e  

normale en 4 ou 5 min. Cette synthèse e s t  t r è s  rapide ca r  au bout de 30 sec. 



l e s  F -p i l i  p r é  s e n t e n t  d é j à  une longireur mai t i é  clc l e u r  longueur riorm&'lc. 

L e  taux de r&génÇrdtion des  F'-pili v a r i e  abec l e  riode de 

c u l t u r e  e t  l ' â g e  de c e l l e - c i .  Alors qu'une c u l t u r e  jcuile e s t  capable  

de s y n t h é t i s e r  de nouveaux F-p i l i  en quelciucs rniriuîcç, pour une 

c u l t u r e  cle 24 heu-res, l a  iiouvelle r - y~ th+se  s ' e f f e c t u e  avec uric 

phase dc l a t e n c e  de 1 heure (89). 

5 )  Contrôle  g6nétiqu.e des  F -p i l i  
---------------------y------- 

Les travaux de BRINTOIt e t  c o l l ,  (12) on t  prouve que l a  

-t 
synthèse CLss F-p i l i  pa r  une b a c t e r i e  IIfr ,  F ou 12' e s t  absolrinsnr 

l i é e  à l a  présence du Eacieiir ~ ? e  f e r t i l i t k  F', donr l'61ixii1cition ciix 

f a c t e u r  F p s r  1' a c r i d i n e  orang&e, trrmsforme une bzc:tkri e mzle en 

b a c t é r i e  fem2lle  e t  para l lè lement  Les F-pi li d i spa -a i  ssen  t .  

I l  e s t  p o s s i b l e  de t r a n s f é r e r  par  croisement  l e  factcgr F 

d'une b a c t é r i e  mâle dans une bl:ctérie fcnel . le ,  c e  p i .  déclenche 1,i 

synthèse de F - p i l i  cilez c e t t e  de rn i è re .  

6) Propr ié tCs  ant igéniqi ics  des  F - p i l i  - --------- -- ---.-- ------------------ 

~ ~ R Ç K O V  c t  ~ ~ R S X O V  (75)  o n t  montré l e s  ~ r e n i e r ~  l a  prL'çcnce 

d'un ant igène f+ spéc i f ique  des s o u c l ~ e s  v%:es d lE .  c o l i .  Cet an t igèna  

W. 

n 'a  jamais é t é  d é t e c t é  chez l e s  s w c h e s  F , En 1 Ç 6 7 ,  ISIIIDASHl (48) 



montre e n  microscopie Clectronique que c e t  a n t i c o r p s  spéc i f ique  st;içg?u.tine 

aux F -p i l i  des  sou-ches mâles d'S. c u l i  K12. Les p i l i  du type I ne mon;rent 

pas  une t e l l e  qg lu t inc? t jon .  En o u t r e ,  l ' a g g l u t i n a t i o n  des  ce l lv . les  ~ 2 7 e s  

4- avec un sérum m t i  î e s t  inh ibée  lorsque  l P o n  é l imine  Ips F-p i l i  dcs 

b a c t é r i e s  ou lo r sque  des phaçes 2 I~T'JA spéc i f ique  des  bacît5ries mâles 

recouvrent  cociplètement l e s  F -p i l i ,  I l  e s t  probable qiuie l ' adsorptiori  ùcç 

pliages cailse Lin empSclienieiit st6riqu.c à 1 a formation du c o m ~ l c x e  

antigène-an t i co rps .  Unc suspension de F--pi li s' agglut i i le  m e c  l e  s6rurn 

4- a n t i  f . ISIIIBASI!I conc lu t  de c e s  travaux que l e  F-pil-us e s t  l a  s t r u c t v r e  

responsable  rie 1 'agglu.ti i iation e t  qul il e s t  cer tainement  Ldentiquc 

+ l P a n t i g è n e  f . 

C) Rôle des F - p i l i  

Pour c.er t a i n s  au te t i rs ,  l e s  F - p i l i  jog-ent un rô l  c Ivpor t a n t  

au cour s  de l g é t a p e  i n i t i a l e  de l ' i n f e c t i o n  d'une bact6ri.c m2le u n  

phage spéc i f ique  . 
Pour d ' a u t r e s ,  l e s  F -p i l i  a u r a i e n t  également une fonc t ion  

au cour s  c!u cléroulenieiit de l a  con jlxgaison bac térieilrie. 11 s se rv i . r a i en t  

en  e f f e t  d 'organes dtc3ttachcment de l a  b a c t é r i e  mâle sut* 1.a b a c t é r i e  

femel le  e t  c o n t r i b u e r a i e n t  a i n s i  à l a  Eorn~at ion du pont j i ~ t e r c e l l u l a i ~ e  

par  l eque l  l e  m a t é r i c l  génétic,ue de l a  b a c t é r i e  mâle poi.irrait S t r e  

transECr6 daris l a  b a c t é r i e  fcmel l e .  



1) :tôle der, F -p i l i  au cours  de l l i n f e c t i o i i  phagique ................................................. 

VALEI?TIi;E e t  c o l l  . ( 88 ) o n t  df:ciontrS que cliez l e s  bac t e r i e s  

mâles,  l e s  F - p i l i  s o n t  n é c e s s a i r e s  à l ' a d s o r p t i o n  des pliagcs B RISA. En 

e f f e t ,  des  c e l l u l e s  d e p i l i é e s  p,m a g i t a t i o n  rnr'cailique per r le i~ t  l e u r  

c a p a c i t é  &e f i x e r  de t e l s  phages. ],a présence da r i sk  rnilieu d ' i o n s  

4- + 4-3. -1- -4- méta l l i ques  d iva l en  t s  t e l s  Ca , lh , T4g e s t  ind ispensable  pour 

o b t e n i r  unc adso rp t ion  s a t i s f a i s a n t e .  L e  r ô l e  jou4 par  ces ions  

n ' e s t  cependant p a s  encore connu. mais c c t t e  c o n s t a t a t i o n  e s t  en 

accord  avec l e s  r é s u l t a t s  de LOEB e t  ZINDER (66) qui  o n t  montrr' que 

1 ' i o n  cc-ilcium e s t  n é c e s s a i r e  311 développenent des  phages. II çefiible 

que l e s  F-pl1.i jouent  l e  r ô l e  de r6cep teu r  e t  q in t i l s  s o ~ t  impliqués 

dans 1-e t r a n s p o r t  &G IDTA phagic;iie vers l a  ce l l -u l c  rlJle,  

ipbiRECD e t  c o l l ,  (30 ) on t  é t u d i é  l ' adso rp t io i i  di1 phage f 1 

à DNA su r  i c s  F - p i l i  e t  son t   parvenu.^ à met t re  en evidenrc l e  passage 

e f f e c t i f  ùu DNA phagiquc v e r s  l a  cellule rnâle. Une suspension de p!;ases 

f 1 marqués a 3 2 ~  e s t  çonoi qu6e peiir?iat  4 min, c e  qui a poi;r e f î r  t Er 

l e s  b r i s e r  eii p e t i t s  fragments.  I ls  s o n t  m i s  en  con tac t  dvec des  

ce l lu l .cs  mâles à vUC pefidant des  Temps bien détermii16s, r?f;n de 

permet t re  m>: fraçmeizts de phages de s e  f i x e r  à l t e x t r S m i t é  dcs  1. '-pil i  

e t  au D!IA phagique d lê l - re  i n j e c t e  dms  l a  c e l l u l e ,  

Les fragments  de phages qu i  iie o n t  pas  fixés el. I 'enseri!ble 

des  F -p i l i  sont  é l ini inbç pa r  ag i tn t io i i  rriécanique e t  cen t r i i%gat ion ,  

Les c e l l u l e s  mâles son t  devenues rac i ioac t ives ,  ce qui montre q u ' e l l e s  

cont iennei i t  des  f r a g n e n t s  de DlJA phagique. L e  témoin obtenu à p m t i r  

d'une c u l t u r e  de b a c t é r i e s  f eme l l e s  t r a i t é e s  dans l e s  merxeç coriditionc,, 



X e  coi1tic;lt p a s  dc  D:JA marqué. Les F -p i l i  de l a  bactilr'ie mzle scrveïrt 

donc au passage du DIiA phagiqvr a11 cours  de l ' i n f c c t i o ; ~ .  

En 1366, BRINTOPI (11, 9) d é c r i t  l e s  premi6tes é tzpeç  de 

l ' i n f e c t i o n  d'une b a c t é r i e  m2le ?di. des phages à RTtA e t  à Dl& 

Les pilages à RNA (;'adsorbelit sur  des s i t e s  r écep teu r s  

l o c a l i s k ç  tou t  l e  long du F-pilus, Les phages à DIJI: ssad~.rnbent ssu?- 

l e s  s i t e s  l o c a l i s 6 s  à l ' e x t r ê m i t é  du F-pi1u.ç. Alors qu'un grand nombre 

de phages à RNA sont  capables  de se f i x e r  sur l e  F-pi lus,  seu-lelxcnl 

quelques phages à DNA s ' adsorbent à son ex trêrni t é .  

L'acide ~ ~ u c l é i q u e  phagique se  ç2pare a l o r s  de l a  coque 

proté ique  du phage, p u i s  e s t  i n j e c t é  dons l a  c e l l u l e  nizle par- l ' i n t e r -  

médiaire du F-pilus. 

2) Râle des F-pi l i  au cours de l a  conjugaison b x t f r i e n n e  ......................................................... 

En 1965, DRIIITOi\l (8) montre que l a  préspnce des  F-pi1 i 

chez l a  b a c t é r i e  mâle e s t  indispensable au cours  du croiçeniciit, fn 

e f f e t ,  des c e l l u l c s  mâles d é p i l i é e s  perdent l e u r  a p t i  tu-de à conjuguer. 

La régsnérat iori  de l e u r s  F -p i l i  l e u r  permet de r e t rouver  l a  capaci tb  

de conjuguer normalement. Depuis, de nornbrcux travaux son t  venus conf 3.rc.ir 

que l e s  F--pi l i  sont  nécessa i r e s  à formation ries couples  (16, 19, 2 2 ,  

33, 53). Cependant, BRINTO!: (81, 1321i57'02C e t  c o l l ,  (12) et YSJGLLE (53)  

pensent  que l e s  F-pi l i  ne son t  pas seuleraent n6cessa i r e s  à l a  forniûtion 

des couples, mais q u ' i l s  servent  également au passage du DIiA de l a  



c e l l u l e  mâle v e r s  l a  ccl l .ule  femellc.  

BRII\!'ï'O!J ( 8 ) propose ~ i i z  modiilc de t r a n s f e r t  ciu chrorr,osome. 

Celui-ci se  f e r a i t  p'xr 3. ' l . n t e r~&di . a i r e  dil F-pilus s jn t l l é t i s6  i>m 13. 

c e l l u l e  1:i31e sous 1.e con t rô le  du f a c t e u r  F. Ce inotlè2x se conipcjsc d.e 

c inq  é t apes  p r inc ipa les .  

a )  Col l i s ion  e n t r e  deux c e l l u l e s  de sexe oppos6 : 

L'extrêmitb du F-pilus de l a  b a c t é r i e  mâle çe f i x e  SIX un 

s i t e  récepteur  de l a  c e l l u l e  femelle .  

b) Conizection : 

Il se forme une connection qui  r é s i s t e  à l ' ag l t2 l j . on ,  au.x 

pipetG'1ges ciou>: e t  aux d i l u t i o n s .  

c) I n i t i a t i o i i  du t r a n s f e r t  : 

Lorsque l a  conriection e s t  & t a b l i e ,  un siglial ce prodv.i.t 

qui déclenche 3.e t~-n;rsf e r  t du chro~nosome . 
d) Transfer t  : 

Le DlJA bactbrien ( f ac teu r  F, fragments de cl.ironosonzc.- ou 

chromosome) e s t  t ransmis de l a  c e l l u l e  donat r ice  v e r s  l a  c e l l u l e  

r é c e p t r i c e  p a r  l ' i n t e r m é d i a i r e  du F-pilus. 

e )  Séparation : 

Séparat ion des c e l l u l c s  e t  expression gt5notypi-c e t  

piléno typique d a i s  1 c7, c e l l u l e  récep t r i c e ,  



D'aut res  a u t c u r s  t e l s  CUXSISS (19 ), NOVOTIJY e t  co l1  . (74 ) 

pensent que i e  1'-pilus s e r t  dans 1x11 preinier temps à l a  s t a b i l i . s a t i o n  

des  couples ,  mais qu 'ensui te  il i n t e r v i e n t  dtixills 1.a forrnatioul du pont 

i n t e r c e l l u l a i r e  ou du contzc  t in t ime e n t r e  l e s  deux c e l l u l e s .  Ainsi 

l e  t r a n s r e r t  du UNA p o u r r a i t  sc f a i r e  p l u s  f  ac i l encn t  que p a r  

1- ' interrfi6diai.re du F-pi lus  Ii4i-même. 

IPPEN e t  VALENTIKE ( 47)  s ' app~iyant  su r  l e s  r é s u : t a t s  
.. 

de CARO e t  SZUTIOS (16)  on t  é t u d i é  l l e f f c t  su r  l a  forniation des  couples ,  

de l ' a d s o r p t i o n  des  phages f 1 e t  f2 s u r  l e s  F -p i l i .  

I l s  onL ciinsi démontré que l e s  phages f l à DNA (q'i,i se 

f i x e n t  à 1 "xtrêniité du F - ~ ~ X U S )  inl- i ibei~t  l a  f o r ~ w t  ioLî d e s  coupies  

l o r s q u ' i l s  sont  p l a c é s  dans l e  rriili-el~ de croisemciît ei? rnSnze reqis que 

l e s  b a c t é r i e s  niâles e t  femel les .  

Par c o n t r e ,  i l s  sont  s a s  a c t i o n  s ' i l s  sont  a j o ~ . t é s  ain 

rnéimgc de croiser:icnt Lorsque lès couples  sont  déjA formPs, 

Les phages f2 à ENA (qui. s e  f i x e n t  t o u t  1 e long du. ~ - ? i  l u s j  

o n t  un e f f e r  i n h i b i t e u r ,  q u ' i l s  s o i e n t  a j o u t é s  avant  ou aprGs l a  

formation des  couples .  

Des Travaux p l u s  r é c e n t s  de P:CiVOTI?Y e t  COI 1. (73 j onr  

confi.rnié c e s  r é s u l t a t s .  Ces au.tciars u t i l i s e n t  l e s  phages R 1 7  e t  PIT3. 

Les phages à Dldh inh iben t  l a  f'ormcltior, des  couples  n d i s  

n t  s f f e c t e n t  pas  l e s  couples  préforrx5s. II s pensent que l e s  phzgcs *,NA,, 

en  s e  f i x a n t  à lfe:ctrêrnit6 du F-pi lus ,  empSchent l a  c e l l u l e  1!3le de 

recouinaî t r e  l a  c e l l u l e  feme! l e .  Réciproquenient, 1 ' a t t c h e n e n t  du n:î,le siar 

l a  f t m e l l e  bloqize l e s  s z t e s  récepteixrc; du phc?ge f 1 Lur i ' e n ~ r @ i ? ; i t &  dii 



F-pilus e t  ce lu i - c i  ne peut  s ' y  f i x e r .  

t e s  phages à RNA i:ihi bcnt l a  formation des couples e t ,  de pliis,  

i l s  empêchent l e  t r m s f e r t  du. DiTA chez l e s  couples  d&j& forinés, s o i t  : 

- par a l t e r a t i o n  stru.cturnle : l 1 a d s o r p l ~ o n  des  phzges à RNii tou t  l e  

long du F-pi lus en modifie l a  s t r u c t u r e ,  

- par a l t é r a t i o n  fonc t ionne l l e  : l e  paçsagz du RNA phagique bloque l e  

F-pilus e t  empêche l e  passage du DNA de l a  c e l l u l e  &le  v e r s  l a  c e l l u l e  

femelle .  

Cependznt, il f a u t  no te r  que l c  mélange de croiserceni 

u t i l i s é  au cours de c e s  expériences,  ne r ep résen te  pds un ençenible 

homogène. En e f f e t ,  il c o n t i e n t ,  ou t re  des c e l l u l e s  mâles e t  femcl ïes  

Libres ,  des couples en formation e t  des zygotes ; chacun d c  ces cons- 

t i t u a n t s  r éag i s san t  différemment à l ' a c t i o n  des  phages. De pius,  

quelques c e l l u l e s  donat r ice  ç peuvent ê t r e  temporairenent i n f e r t i l e s ,  

Ainsi ,  l e s  r é s u l t a t s  obtenus iie permettent  pas de déterminer d'une façon 

p réc i se  quel le  e s t  l ' b t a p e  de l a  cnnjugaiçon qui  a é t é  i n h i M e ,  

Ces auteurs  ont  émis l 'hypoth6se se lon  l a q u e l l e  ].es phzges 

spéc i f iques  des bac t é r i e s  mâles inh ibe ra ien t  l a  form;ition des cou.ylcs 

en empSchant l a  synthèse de nouveaux 17-p~li .  Des observat ions  au 

microscope électroi i ique o n t  montré qu'une f o r t e  concent ra t ion  en phages 

à RNA ou à DNA e s t  sans a c t i o n  sur  l a  synthèse des  F -p i l i .  Il semble 

donc que l e s  phages spécifiqu.es des b ~ c t é r i e s  mâles ont- une ir-îlu.ence sur 

l e  fonc tiolmement du F-pi lus,  mais nullement su r  sa synthèse. 

Ces menes au teu r s  (73) pensent que l e  F--pi l u s  pour ra i t  

servir à l a  s t a b l i s a t i o n  des couples e t  que l e  t r a n s f e r t  du m a t f r i e l  



génét ique  çe f e r a i t  p ~ w  une a u t r e  connection. Le P-pi lus  s e r a i t  el1 

qu.elque s o r t e  l e  vec teur  du s i g n ~ l  d e  rcconnaiçsancc e n t r e  l e s  deux 

c e l l u l e s ,  c e  s i g n a l  é t a n t  n é c e s s a i r e  à l t i : ? . i t i a t i o n  du t r a n s f e r t  clu 

DNA du donneur. 

OU e t  NTDI,RSOPJ (77 ) o n t  montré récemment c;u.e dans un 

croisem?nt,  il pouvai t  e x i s t e r  des  bact6ri.e.s de sexe opposé en 

con tac t  i n t ime ,  a i n s i  que des  b a c t é r i e s  cn con tac t  pclr l t i~i tcrrn6di .c ; i re  

du F-pi lus  de l a  b a c t é r i e  rnzle. I l s  on t  également dérnoiztré qu.e l e s  

p a i r e s  e n  c o n t a c t  int ime sont  en moyenne deux f o i s  p l u s  f e r t i l e s  que 

c e l l e s  en c o n t a c t  p l u s  é lo igne  par  l ' in tci-rnédiaire  du F-piliis. I ls 

pensent que c e t t e  d i f f é r ence  de f e r t i l i t é  e s t  due au f a i t  que l e  DNA 

bac t é r i en  a p l u s  de f a c i l i t é  & passe r  dc l a  b a c t é r i e  iriâle à l a  

b a c t é r i e  £emel?e lorsque l e  c o n t a c t  e s t  in t ime,  que l o r s q u ' i ï  se 

f a i t  par  I 1 i n t e r m é d i a i r e  du F-pilus.  



T R A V A U X  P Z R S O M N S L S  -- 



f,a p l u p a r t  &e .es au teu r s  ;i;rant 6 tu.di6 l a  conjuyi-iison 

bac tér ienne  admettent  q u ' e l l e  se  déroule  en  c inq  é t q e s  doi:t c e r t a i n e s  

peuvent ê t r e  i c d i v i c i ~ ~ a l i s $ e s .  C ' e s t  1.e c a s  des  deux premi.Crcs é t a p e s  

par t i c u l i è r e n c n t  irnpor t a n t e s ,  QU. c o u r s  desque l l e s  se prochL?.isent l a  

recoiinaissancc e t  l e  c o i ~ t a c t  e n t r e  l a  c e l l u l e  r,i$l.e e t  l a  c:el.:ule fem.c'lie. 

Le déroulement de c e s  é t a p e s  ne f a i t  cependant pas  11unaiil i i i t6.  

C e r t a i n s  a u t e u r s  pensent que l e s  deus c e l l u l e s  de sexe 

opposé s ' a c c o l e n t  e t  que, lo rsque  l a  coiinection i n t e r c c l i u l n i r e  e s t  

solidement é t a b l i e ,  l e  na t6r i .e l  géné t ique  e s t  t r a n s f é r é  de l a  ce l lu - l e  

mâle d m s  l a  c e l l u l e  femel le .  

D'uutres  admettent que l a  reconnaissa?ice des  cr'i:.iiles se  

fait cJracc LIU P p i l u s  de 1.a c e l l u l e  r;iCile p,m l e q u e l  le DX.4 b x t é r i e n  

p o u r r a i t  e n s u i t e  ê t r e  i n j e c t é  dans 1 2  c e l l u l e  feinel-le, ou bl.e~; il 

s e r v i r a i t  en  s e  r é t r ac tCan t  à l t i n t C r i e u r  de l a  c e l l u l e  m3.le A acco le r  

l e s  deux c e l l u l e s ,  l e  Dit.4 Ctzmt t r z i s f é r é  seulement au jzor:.:>nt où l e  

c o n t a c t  i n t i n e  e s t  é t a b l i .  

Ces deux hypothèses semblent a s  v a l a b l e s  1 '~ i i ie  que 

l ' a u t r e  ; cependmt ,  malgré l ' u t i l i s a t i o n  de c e l l u l e s  m?i!es e t  Femelles 

morphologiqu.ernent d i f  f é r c n t e s ,  c e s  a u t e u r s  n ' on t  pas  pu affirmer.  qu' i : ~  s 

é t a i e n t  r é e l l e n e n t  en présence de c e l l u l e s  en cour s  de conjvzc-' Tl son . 
ITous avoiis pensé qu'en é t u d i a n t  en rnicrosoopic é i ec t ron iqüe  

u.n croisement  e n t r e  m e  souche rnarqube d r  D. c o l i  e t  une souche ilon 

marquée, il nous s e r a i t  p l u s  f a c i l e  de d i f f é r e n c i e r  l e s  c e l l u l e s  ir,31eç 

des  c e l l u l e s  f eme l l e s .  Le p ren ie r  cliapiti-c de ce t r d v a i l  s e r a  doslc 

coiisacrc à 1 ' é tude  du. c o n t a c t  d i r e c t  pa r  au torzdiographie  ez  nicros¢cj:.5 c 



é l ec t ron ique .  

D,ms l e  second c h a p i t r e ,  nous eiivj.sageroiîc, 1' é tude  du 

c o n t a c t  par  l s  i i?ternédi.aire du F-pi lus  de l a  b a c t é r i e  riiâ!e. A cet  

e f f e t ,  nous déc r i rons  une technique d lob ten t io? i  e t  de p u r i f i c a t i o n  

des F -p i l i .  IJous t r a i t e r o i î s  enmi te  du r ô l e  des  F- -p i l i  par  examen 

d i r e c t  de c ro isements  e t  par I ' é tude  did devenir  des  F -p i l i  ai.% cour s  

de l a  conjugaiso:î. 



ETUDZ DU CO!:TACS DIRXST PN? AüTOKAI)IOGR.kT~I-iIE 

EI! I~ I ICROSCOPIE  RI,.TCTROïTIQUE 



! ~ ~ L I S  avons i:tv.clié en microscopie 6lectr.oniqiae l e  c o n t z c t  

d i r e c t  e n t r e  c e l l u l e s  nSle e t  femel le  daxs le bu t  d ' e x m j - n e ~  l a  n a h i r e  

e t  l a  s t r u c t u r e  du poiit i f i t e r r ' e l l u l z i r e ,  de reciierclîer s ' i l  e s t  p o s s i b l e  

d 'observer  l e  t r m s î e r t  du DliA de l a  bac t i t r ie  m2Le A l a  b ~ c t é r i e  ferfiel l e  

e t  e n f i n  d ' é t u d i e r  l ' a s p e c t  du nucléoplasme au cours  de l a  c o n j u ~ a i s o n .  

pour c e l a ,  il e s t  ind ispensable  que deux c o n d i t i o a s  

p r i n c i p a l e s  s o i e n t  rempl ies  ; d'une p ' x t ,  il f a u t  ê t r c  a s su ré  que 

l e  p l u s  grand nombre p o s s i b l e  dc b a c t f r i e s  son t  en cour s  de triùisfrrt ; 

d ' a u t r e  p a r t ,  il faut é v i t e r  que l e s  nmipu. la t ionç  qu i  aboiltissei1.t: au 

r e c u e i l  des  ' u sc t6 r i e s  e n  conjugaison n1ent ra4nent  l e u r  s é p m a t i o ~ .  La. 

techni que employée prCsente l ' inconvénient  d f  ùccoler  l e s  b x ~ é r i e s ,  Ceci 

o b l i g e  à ê t r e  extrêmer;lent sévère dans l V o b s e r v a t i o n  des c r i  tèrer ;  quc 

n u i s  avons c l i o i s i s  pour lie r e t e n i r  q".e l e s  images de conji1g7;ison. Çcs 

c r i t è r e s  soi?t, s o i t  1 ' ex i s t ence  d 'zn polit i n t e r c e l  lu.l;iire in?: i q u a ~ ~ t  

une deforniatioil dc l a  p a r o i ,  s o i t  une s o l u t i o n  de cori t i i lui té  e.ritre 

deux c e l l u l e s .  Ce deuxième c r i t t i r e  e s t  observé normaleircnt l o r s  de l a  

d i v i s i o n ,  mais c e l l e - c i  e s t  o r i e n t é e  ç e l ~ n  l e  p l u s  grand axe de 1 2  

c e l l u l e  mère. On peu t  élirfiiner avec c e r t i t u d e  l e s  images de d i v i s i o n  

ce l l . u l a i r e  en  d i f ' î é r cnc i an t  l e s  b a c t é r i e s  m$,les des  bac t6 r j  e s  f eme l l e s .  

Lc s c m a c t 6 r e s  ~ ~ ~ . o r p I ~ o l o g i q u c s  cui  ava i en t  semblé u t i l e s  pour ce tt.e 

~ ~ e c o n n a i s s a î c e  d a i s  ~ L I C ~ ~ I I C S  ~ x p é r i c ~ ~ c e ~ ,  ~01111 t2n f a i t  irrmsant s e t  

ne p ré sen ten t  a~tcune s é c u r i t é  dans l e  d i a g n o s t i c  des  sexes. 

N o i i s  avons d2s l o r s  u t i l i s e  l e  ~iixt-quaçe p m  l e s  1-adicisotopes 

a f i n  d'effeclucx. mie éti*de &utoradiolj.rapliiq~~.e de ce  phénoc?h-,e. 



1 - I T I I  ET IITTi!OT)ZS 

iLTous décriroizs dans ce t t c  p ~ r t i e  l c s  xriétliodes e t  teclx-~iques 

cour&~ir;ieiî t u t i l i s ( :cs  au cours  de c e  tr;i,vail. Cer taiizcs techniqines 

u t i l i s é e s  pour des expérimeiltations p n r t i c u l i è r e s  se ron t  d é c r i t e s  ~u  

cours  de 11expos6 des travdux. 

A) Bactér io logie  

1) Souc!?e s bac té r ienne  s empl.oy6cs .............................. 

Toutes l e s  souches sont  e n t r e  tenu.cs par repiquages périodiques 

eiz tubes de gélose n u t r i t i v e .  Entrc ciiacjixc repiqudçe, l c s  soucl~es  peuvent 

ê t r e  conservées au congélateur d m s  un mil ieu n u t r i t i f  l i q u i d e  c o n t c n m i  

de l a  g lycér ine .  1,'ous cvons u t i l i s é  l e s  souches dtEscl-ierichic?, c o l i  K I 3  

su ivan tes  : 

- souches males : Nfr Cya 221 Pro C 

IlEr H 

IIfr II Thy 

- 
- s o u c ! i e s f e m e l l e ç :  F 2000X17k T i r  Leu [cg Lac Str 

- 
F PA 3091 Tkir Leu. Arg I I i s  Thy Str 



2) i3ilieu.x de cu.lkire u t i l i s é s  ........................... 

a) i,e mi l ieu  $:SB~ ( 40 ) - - - - - - -  

- Solut ion tanpon : 

P1iospli;ite ùipot;isçique 3G0 g 

Phosplicite nonopo tasr,iqv.e 40 g 

. Eaz. d i s t i l l é e  q ,ç .p .  1000 n l  

pl1 7,R 

S t 6 r i l i s a t i o n  p a -  autoclavnye à IO5OC pend;?,~t 30 min. 

- Solut ion minérale : 

Sul£ a t e  d t  amnoniun 40 g 

SUlf a t e  de magnesium ( 7  !i20) 4 g 
Su l fa t e  f e r reux  à 0: 5 p. 100 2 ml 

. Eau. d i s t i l l é e  q.s.p. 1000 in1 

Autoclaver 5 105OC pendant 30 min. 

- Solut ion de gl;coçe à 1G p. 100 st6ri:Lisée à 1Ci5OC pendant 30 inin. 

1,;iliei~ f:SEî 1-iquick : - - - - -  - - - -  

- Solut ion tmpon 5 m l  

- Solut ion min& a1.e 5 m l  

- Solut ion glücosSe 10 m l  

- Ezu d i s t i l l é e  s t é r i l e  80 1x1 

- O, 4 cil d'uiic solv.tion de vi tanTile BI à 500 c3/~1l 

s t é r i l i s é e  p a r  mtoclavagc  2 105OC pendant 30 min 



I.8lieu 1,ISfi c ~ ~ ?  osé : -. - - - - J i - -  - - 

i i u  1 ?.dditionn& dc 25 g civhg?2 Difco par  l i m e  
1 

IYyp toiic Difco 10 g 

3xtrai.t clc levure Difco 5 ci 

C1;Ja 5 ci 

Eau d i s t i l l b e  1000 nl 

pl1 7 , 3  

. Autoclavcr A 12I0C pend~mt  20 min. 

Milieu. dc Lur ia  géto-6-: - - - - - - - - -  

Ililiev. de 1,uri.a addit ioimé de 15 ç d'Agar Difco pa r  l i t r e  

c) Gélose blmclie 

A g a  B i o r n a  5 s 
. Eciv. d i s t i l l é e  1000 m 1  

R é p m t i r  à raisoi? de 3, 5 r i i l  pcw t ~ i l ~ e  

A~~. toc lz \~cr  2 1 2 I 0 C  p e n d m t  20 min 



3) Tecec:l:iic;;re tic croisexîcnt: enplc-{ér pour l a  ---_-_-------------.---..-------.------*-"-----.-- 
n i~s i= ra t i  on des r cco izb i l i a i~s  ----------------.----------- 

Les souches son t  cu l t i v i i e s  uile mit  A 3 7 O C  dans du n i l i e - J  

IIÇB1 addi  t i o m c  de 1 e v . r ~  exigences.  I,e r;iztln, ].es cul  tu.res sont  d i l u 6 c s  

d m s  l e  rnêne n i l i e u  précl izufié  à 37OC a f i n  d ' o b t e n i r  une d e n s i t e  optir;u.e 

de 0,05. Les bcïct6r ies  soxt  remises  en cu-l ture  juscju'a c e  cjuc densité 

opt ique  s o i t  comprise e n t r e  0 , 8  e t  1. 

Le croisemelit  e s t  r b a l i s b  dans l e s  propor t ions  de 1 1!Lr 

- 
pour 20 F povx 1,121 volulne de 2 m l  e t passé  c;t6rilemciit sur  P i l t r e  

f: i l l iporc 0,45 p. Le f i l t r e  e s t  déposé & l a  sv.rîace drune g6lose r u t r i t i v e  

à 7 , 5  p. 1000 d t l i 5m A 37OC pendznt 5 n i a ,  p u i s  p lacé  claxs 20 m l  6.e 

mi l ieu  de Lulsia préch;lu.ffé à 37OC p e ~ i d a i t  l e  temps de croisement  d é s i r e .  

Le croisement e s t  interrorcpu au Vortex pendaiit 1 1:i-i e t  dilv.6, 0 , l  ni 

du cr0iser;ieiit i n t e r r 0 r . p ~  e s t  a l o r s  p o r t é  Clails u.il tube U r  .ji.iose bl?zl~;;c 

prt 'alablecient fonc11re au. bain ~i iar ie  e t  rmei lée  à 4-3OC au nor:icll: de 

l ' e r ~ p l o i ,  pu i s  cou le  s u r  l e s  b o i t e s  de s6lect io- i .  Les col.ciiies de 

reconbin&nts  a p p a u e ç  son t  cox~p t e e s  e t  l e u r  pourcentage e s t  cxprinS 

p,m rappor t  à l a  souche r.iâle de d&pnrt .  

4) Iricorporation des  r a d i o i s o  topes - - - - - -- - ------- -"-- -- ---- -- - - - --- 

i i l e  C S ~  f z i t e  d a ~ ~ ,  l e  i?ilieu. I:SD1 additioiiii4 der e x i s e ~ i c e s  

de l a  souche. La tcchi1iqu.e de mdrc~u,?~e employée pour ch2qu.e expérieilce 

ser;? d é c r i t e  ,-,il f u r  e t  5 nesure Cie l ' e spos6  de 20s r 6 s u l t d t s .  



L O ~ - S ~ U C  l c s  croiscinents  s o n t  d e s t i n & ~  d ê t r e  observus au 

microscope électronique, l e  f i l t r e  e s t  lzi .sçf s u r  l a  gé loze  n u t r i t i v e  

7 , 5  p. 1003 ù'P;gc~t. à 37OC pendant l e  t.cmpç de croiçei!ieiît d é s i r é ,  

Le f i l t r e  e s t  r ecouve r t  d'iule mince p e l l i c u l e  cici x i i l ieu 

c ~ é l o s é  prézlablcr.eil t  Eondli au bain marie à 10O0C e t  ran~ent: à i,O°C 

au r?oneiit de l l c n ~ l o i ,  

Après so l ic i i fec t ior l  de 1.a r~6loçc, le i i l t r c  e s t  fraginc:it6 e t  fj.xé 

dur a11 t 16 heures  par l e  tétroxjjde dfozmi~?.n à G , 5  p. 100 ei-i tsmpoii 

pII G pei ldaî t  une heure.  

2 )  I n c l ~ ~ i o i l  ---------- 

Le n z t é r i e l  A 6 t u d i e r  es"ceshqdxnaté p a r  passages  

s u c c e s s i f s  dzzs des  b ~ i n s  d 'acétone 50, 7 0 ,  90 e t  100 p. 1 0 .  Les 



fragments sont  erisuitc i n c l u s  d a i s  l t m a l d i i e  se lon  GI,:?IiERT e t  Gi,AUZET 

. . ( 35 ) . La polyrn6risatio-i e s t  pou.rçu:.v;e pcii?ciant 18 heures A GCoC. 

Les cou;ics çolit effectuées à l ' aide d'~1.n i i l  trainic-otornc:-otornc 

POIiTER BJ-,I;i4 I.!T 1 équip6 i i ' ~ ~ i i  coiitexd de d i s n a î t  LE1:TZ. E l l e s  sont  

recu.eil.lieç sur  ç r i l l e s  nues e t  c o n t r a s t é e s  au c i t r a t e  dc plolnb s c l o ! ~  

i>.EEICI,DS ( 73 ) . Tov.tcs l e s  o b ~ e r v ~ t i o i i s  on t  6 t6 Ç ~ i C e s  clil nicroc;cope 

6lectroniqu.e 1-IITACIiI IET 11 A sous u.nc tens ion  dtaccii16raiion de 75 -3. 

nicroscopie  6lectroiij.qu.e proposée par DD177, ( 25 ) en utkl isuqt  l tb r r ; i~ l s i r~n  

Les r u b z i s  de coupes sont  recv.cil-lis d m s  un anneau ei.1 

p1asti.c;u.e e t  déposés sur  une lamx de microscopie o? .i iquc préalahlenleiiî 

recouver te  dau.ne mer;ibrale de col  lodioii. iiprcs séchtlçe, ICS I'meç soxt  

recouver tes  d'une mince p e l l i c u l e  de ccwho~?e p m  bvaporation soxs vide 

d a i s  un 6vapor~tev.r  IJD::JLEÇ 12  E , ~ ) r ~ i s  plo:zsées dm.s 1 'c.mu?sion 
G 

pliotograplîiquc. E l l e s  çoxt ni ses à sécher pendCant une n u i t  à 1 'obscur i t é .  

Ces l ?mes soiit conservites A la .  t es$frah; rc  o r d i n a i r e  d a i s  des boj t e s  

iiermetiqucs pendant I c  tenps d lexpos i  t iou  déçi ré .  Z l l e s  sont  ensui  t c  

r évé lées  pendant 3 niii 30 sec ,  à LI; min à l S ° C  dans du révél-ateur Kodd: 

IIicrodol X. iIprEs r i x c g e  2 l'cm d i s t i l l é e  e l l e s  sont  f i s e e s  peiidaïit 5 min 

dans u ~ i c  s o l u t i o ; ~  de t k ~ i o s u l f a t e  de sodium à 30 p.  100 prépa>&e 

ex tempor anémec t , 



La i~c~n'ijraie de co l lod ion  est déco l l ée  de l a  1,m e t  

une g r i l l e  niue e s t  déposée à llemplacccie;it des  coi?.pt.s, ilprès péchage 

des g r i l l e s ,  l a  neribrme de c o l l o d i o ~ i  est énii.ncée p m  passage pe:?da~it 

deux rnimteç d x î s  de l ' a c é t a t e  d1iso;lqrl.c pur .  Les cou-pes sor-il: a l o r s  

c o n t r a s t e e s  au c i t r a t e  de plonib se73ii P1;'S;OLDS e t  observées ?Lu 

microscope électoi?iqiie. 

L i? icorporat ioi î  a é t é  r é a l i s é e  pa r  cv.1 t u r e  dzcs ciL? m i  l i e u  

i4SB additionmit des exigences de la so.Liclie, e n  priisence s o i t  Ue 
1 

L-leucine 3 ~ - ~ , - 5 ,  s o i t  de 31! méthyle thymine. 

2 
La souche feniel.1.e a é t é  ~;!acpée à ].a " ~ i  l,eu.ci?îc: ( a c t i v i t é  

spécif iqi ie  25 ~i/ml.f) à rais011 <le 20 ~i/:1;21 durzi:t une g6nérat ion.  

3 La solxciie Iifr Tl?, ;i é t é  nszquée à l a  i! li'i3ymiiie ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

- 
La souche 1: m r q u t e  a é t é  c r o i s é e  avec v.iici. soihchc iLfr 

- 
Cjra, l a  souclle IiPx7 Siiy niarqiiée avec vlie sou.ckie de r' 2000 %; 17 k. 

Les ciu.toredio5r;~i~.es o n t  & t é  expos6s di),ra:it qua t r e  senai!ies. 

i n s u f f  i ç m t e  povr Cue tcjutes l e s  bac",-Csi e s  cu1tivi:es ex présence der; 

rad io isoeopes  p re scn tcn t  uii ~ o i i i t  de narqilage. T:Cznrnoins, noiis avons 

pu f a i r c  l c s  obsc rva t lons  ç u l v m t e s .  , 



III - 

A) ---------- Orienta i ion  d c s  c e l l u l e s  en c :or i j i~~ai ron  e t  poin t  de c c n t a c t  .-_"ll- l_--l.___ll_^__ _ - 

La p lupa r t  des c e l l u l e s  qui peuvent ê t r e  cocçic:6r6cs en  

voie de con jiigaison, sont  si tu&es  d z l s  iicus d i rec t io i lç  seiisiblernei:~ 

perpcndicu.liiires e t  il i-:e çernble p2s e x i s t e r  de poin t  de c o n t t c t  

p r i v i l é g i é .  21 e f f e t ,   IOU US avons c c ~ i s t a t é  ~ L K ?  ce  derilier pouvait  Etse 

en pos i  tien tcrmi.nal.e, sub.termii1ale OU ce:ltral.e. Il f av.t tou.tefois 

no te r  que c e s  cr i . tCres neus f o n t  pcüt  ê t r e  c l i n i n e r  des b a c t e r i e s  en 

conjugaison ayant l ' a s p e c t  noipllûlogique de b a c t é r i e s  en d iv i s ion .  

B) - Aspect C~LI pont i ~ i t e r c e l l ~ ~ . l  c i r e  ---- 
D~LY 'types de comm~nicc,tioils i i i t e r c e l l u l a i r e s  on t  C t &  

observés; L'un correspond à mi accolemeilt iiitime de dcv.x cellu.1-es 

n e c  uiie sol.u.tion dc con-cinuit6 ~ I J .  iiivei~u. dc l a  paroi  e t  pcut  S-ire 

de l a  mer.ibr;?lie (plîoto nO1) .  L 1 a u i ~ c  se présente  sous l a  _Porl?i.e ~ ' L I J I  

pédoncule p lus  ou rioi:is 3 ong (photo n02).  

I l  e s t  Frbquent d 'observer  d z l s  l e s  prépzrat ioi ls  

ira91 i q u a i t  c r o i  seinc!it;, des d5coiler;1c:.?ts p l u s  OU moins z ~ c e i i i u é s  

de l a  pa ro i  ou d'uiir pal,t.ic c!e tel-le-ci ( p l i o t a n 0 3  e t  4 ) .  La îrép.ci:cc 

dc c e t t e  al"crLitioi? e s t  va r i zb le  sc2.0iî l e s  e x p é r i e f i ~ ~ s ,  



D) Aspect  des i~~~c?.i.o:>i.;..sr~ne 

Les corps  izv.cléaires oiit des formes di..LCé1-e1-1t:es se lon  l c i s  

cspi?rielîces.  3ims c e r t a i n e s  d 'e i~ t rc ' -c l l . es  ils son t  dlHfus, répm.ti.s 

en p e t i t e s  p lngcs  d x s  le cytoplctc;r:.:i (:~hotoç n02, 3 r-t 4 ) .  D a ç  d l & u t r c s ,  

le t i r  aspec t  e s t  coiïipact e"LEi.brillai.re (photo no 1 ) .  Chez lcs b a c t é r i e s  

semblant en c o n j u g ~ i s o n ,  on c o n s t a t e  p & f o i s  que l e s  c o r p s  a u c l é a i r e s  

des  deux p m t e n a i r c s  s o n t  proches l 'u.3 de l ' a u t r e .  De p lus ,  c e r t a i n s  

a s p e c t s  sont  en .Pavcv.r d'un cli-place:i?eiit du riv.cléoplasr;~e v e r s  l e  

p o i n t  de c o n t c c t  (photo i101). 

IV - D I S C 1 7 S S z  

:Totre 6 tude semble i.ndiqucr que dcu:~ c e l l u l e s  ciil conrls 

de conjugaisoii  sont  ùiçposées eiî c r o i x  sais q u ' i l  y a i t  de point-  de 

c o n t a c t  p r i v i l é ç ï é .  Ce posiiriomciinen-i p o u r r a i t  i - t re  o b l i  saLoi re ,  n a i s  

il p0u.rrai.t a ~ ~ ç s i  s ' a ç i  1) de l a  plus p;cicie i)rob~?,bil . i té Cii EC:CC! crient 

au. liasard des  c e l l u l e s .  Les premières  é tudes  de l a  conjucai  son aprcç 

omù~~age,  e f f e c t i ~ é e s  p z  J,EDJi?D2RG ( 60 ) e c s u r t o u t  par  II;:DFXSOII e t  

col]. . ( 2 ) 0131 montré deux types Ge con:îectioli Li?tercellidlr?ire d'une 

p a r t  des  tuber,, d ' a u t r e  p a r t  un coiit;:ct iiztiriie coi-respondirit A une 

v é r i t z b l c  t"i~c;ioil. 

1;ov.s asroizs E.c,.alenerlt obsc:rvi' c e s  deiix types d: co~x lec t ioa .  

Selon l e s  n;~lipr:.lations, on observe e : ~  2ra:ide r , & j o r i t é  l ' m i  OU l l a~x l . r e  



des  clcu:~: 1:y;)e.s. Cer i .  poiirri l i t  i i~d i .quer  q i '  il y ait' iiicu.2: nocles diffh- t intc;  

de conji!.rjc:ir,on, l i é s  ZJJ.:~ cond i t i ons  e::p6ri.~:~.tiiitaLes~ Il  p a - a i t   pl^^.:; 

raisoni.iabl.c! d e  pcl-)sel7 q,v.e c e s  types  c o c x i s l c n t  e t  se s~.iccèdent d a ~ s  

l e  temps. 

L a  r;iyél& des  f i g u r e s  de f u s i o n  étenducs su r  une c e r t a i n e  

1.nngueur pzr  r appor t  à c e l l e s  ntint&reçsa:l . t  qil'un po in t  e t  i e ~ l r  fz . ible  

dens i  tit ;iii;< é l e c t r o n s ,  semLi?~'ki.iicliqv.cr qu.'à ce niveau, l a  s i ibstalce 

c e l l u l a i r e  e s t  moi:zs épa i s se  que 1.2 coupe. Oii p0:~rrai-l- donc concevoir  

que l e  pont i n t e r c e l l u l a i r e  p u i s e  se présen te r  sous forme dpvile 

l ame l l e  de 200 à 300 7.p de long çizr envi ron  100 rp. d'épaissetnr.  

La mise eri evidence clix clécollerner,t de l a  p a r o i  p o u r r a i t  

ind iquer  que l e  tube correspond à v.:1 iitire~ne!il: aiorlaal Lsi poiit i n ~ e r c e l -  

l u l z i r e  . La poçi  t l o n  des  co rps  n u c l é a i r e s  e s t  un argunant su.pp2.6nentaire 

en faveur  de l a  r é a l i t é  d'une con jv .~a i çon  b?lctérienne sur ].es images 

observée S. 

Cet t e  é~v.de Me nous a c e r t e s  pas  donné de r t5 su l t a t s  

cumpl.ets, ?irais e l l e  n.ous a permis de £ & i r e  des observa t ions  i i l t é r e s ç m t e ç  

e t  de nous f a.miI i a r l .  scr avec l a  c e c l ~ ~ i c ~ i d e  airtoradiograp!.iique eiz 

microscopie é l e c  tsoi-lique . 
ICou.s avons donc r e p r i  s c e s  exp6rieiîces ei; r 6 , i l i  s a n t  der, 

- 
cro isemenis  e n t r e  l a  souche F PA 3091 marquée au t r i t i u m  e t  l a  

sou.che I l f r l I  non ma-quée. 



Le b u t  de l a  pri,(;ente e>c~{~ric:~ce a & t é  d t i d e i z t i f i e r  n e c  

c c r t i l i i d e  1 e s  bacl .ér ies  de sexe diff6re::i L.LI rnoyeir d'un nzrquzgc 

graphie appliquée à ].a microscopie &lect.ro:?ique poi*vcit pcrrixettrc 

d ' é t u d i e r  avec succès  l a  conjugaison bcict6rieririe. 

P.) Essai. s cil b3.e d ' o11ienj.r un nzr:yv.ss na::irnum - ------- 
de la so~icke i? '- Pi; 303 1 - 

En n i l i e u  I I S C i  ; id( l i t iom& de:: ex igences  ilorniales Ge l a  souche 

F - PA 3091, s o i t  40 pcj/ml de chacun der, a c i d e s  a;ninhç, Le t?,i,ix de 

c ro i s sance  h o r a i r e  de c e t t e  soilc2ie est- de O, GG. Poux. o b t e n i r  i!n 

marquage co~venc?ùle,  il i:ov.r, a senblé q11.c 1;: c u l t u r e  en prbsencë de 

radioéléments  d e v a i t  se pouîçvivre dv.ri?aC cinq heurer,temps colsn.esyonamt 

à qua t r e  g6nérat ioi is  success ives .  A£iii tlc d i l u e r  l e  !coins poss+ible 

l e s  ac ides  amines rna.rqués, nous avozs d6 terminé la conceii t r a t i o n  

iniii!i.ciurn en. ac ides  aciinés p e r x ~ e t t a ~ t  uae c s o i s s m c e  rlorrn3le p e z d m t  

cinq heures.  

L e  tab:leau D. expri.~ne l e s  dci?si tbs  op t i q u e s  des  CU.?& t u r c s  

-- 
de la souche I.' PA 3091 r é t i l i s é e s  en priitçeï;ce de concen t r a t ions  

v i w i ~ b l e s  de c i~acw?  des s ç i d e s  amii~éç e:,:i-s&s. 



Sirr la f i g a r e  1, nous w o n s  rcpriise~lté la dt'rlsit6 

- 
optique des cultures Gc 13 souche F' PA 3091 en fonc t ion  du  temps 

et en fo?:ction de la concentratioii en acides ainiilés exigés. 



?) F i l i e u  I.1381 colitenant O ~ i g  p a r  ml de cliùcun des acj.6es aminés exiges 
b) 5 wg 
c )  10 LL? 
d 15 I J ~  

e 1 20 11 q 
f) 30 L J ~  

5 > 40 LI c; 



IJous avoiir; re tenu pour chac~1.n des acides  zninés ind i  spcnsables 

l a  concentrati-on de 3opi/ml, dose qui pen;!ci une croissarice noruale 

pendant cinq heure s e  

- 
Les ce1 l u l e s  F Pt? 3031 ont donc é t é  marquées en l e s  

cu l t i van t  pendant cinq lieures dans  l e  nilie-u ):Si31 contenant 3 0 , ~  j,/n;l 

de chacun des acide?, m i n é s  e x i ~ é ç  en préwi~ce  de 1 m @ i  de 1,-leil-cinc 

3. 3~-4-5 ( a c t i v i t ~  specifique 40 ~ i / m ~ f )  e t  dc 2 nCi de 1,-Iiistidirie ii-2-5 

( a c t i v i t é  spécifique 30 ~i,/ml.~) (C.E.  A. France) . 

- 
a) En observant l e s  coupes clc c e l l u l e s  F marquées, nous 

avons determiné que plus  de 95 p, 100 de celles-ci. é t a i e n t  mculqu.ées. 

Ce pourcentage important d o i t  nous permettre de s i tue r  exactement 

l a  c e l l u l e  femelle p m  rapport  à l a  c e l l u l e  mâle l o r s  de l 'observation 

des croisenents.  

b) 1G.s à p z r t  quclqu.rs points  de marquage cas aux cor-tami- 

iîations 2!abituelles, nous avons constat6 l e  p lus  souvent que l e s  

c e l l u l e s  sont marquées au niveau de l e u r s  eilveloppeç. La masse ilucléaire 

des bacter ies  e s t  très rarement marquée e t ,  s i  e l l e  l ' e s t ,  e l l e  ne 

1 ' e s t  qut en périphérie.  



C) Conditions de c r o î  senen t ----- 

Pour que l a  p l u p a r t  des c e l l u l e s  Iifr e n t r e n t  eri conjugaison, 

nnus avons efi 'eiï tué I c s  croisements d m s  l e s  propor t ions  d e  1 K f r  polis 

20 F . Les r é s u l t a t s  de deux c r o i s e ~ , ~ e n l s  effect ïaés dans c c s  conciitioliç, 

sont  p o r t é s  sur 1.e tab leau  m. Ils niontrent indireçtemcnt  qxPune f o r t e  

propor t ion  des c e l l u l e s  H f r  on t  t r ans fé ré  l a  pCmt ie  proxiczalc de 

- 
l e u r  chromosonc à des ce l . lu les  F . 

- -- 
Nombre de recotibinsnts  pour 100 I I f r  

Ternps de ccn tae t  i n ï  t inux 
( s é l e c t i o n  Thr + Leu + S t r  ) 

15 min 

45 m i i l  

- 

TABLEAU IX - 

L'examen des b a c t é r i e s  e s t  e f f e c t u é  ap rès  des temps de 

con tac t  d i f f é r e n t s  : l ' u n  b r e f ,  qui correspond au debut du passage 

- 
du chrornosone de l a  c c l l t i l e  K f r  dans l a  c e l l u l e  F , l F & u t r c  pltis 

long, après  l e  t r a n s f e r t  de l a  moitié du csirornosomc de l a  c e l l u l e  

donat r ice .  Le temps de c o x t a c t  de 15 min a & t é  c h o i s i  a f i n  de r é d u i r e  

au maximum l a  p r o b a b i l i t é  de rupture  spontanée cies cou.ples c t  dfaugr.cn:er 

a i n s i  l e s  chances d 'observer  des b a c t é r i e s  en vo ie  de conjugaison, 



En e f f e t ,  en considiirant que 1.e contac? a :.icu dusanc l e s  dix premj-ères 

minutes ( 5 2 ) :  nous avor,ç ci1oi.si d ' é tud ie r  % e s  c e l l u l e s  t,prés ce  temps 

en v é r i f i a i t  sirn:l;l. tanément qut il n t  y a v a i t  qu 'un tses f a i b l e  pourcentugz 

de recombinairits pour l e s  carac?$res chromo.iomiqueç proximaxw , Le temps 

de couitzct de 45 rilin a permis d e  rechercher  s ' i l  e x i s t a i t  des d i f f é rences  

dans 1 ' aspect  des c e l l u l e s  en conjugaison en fonct ion  du temps, 

LIEtu.dc des a ~ t o r a d i o g r m ~ e s  f dits à p a r t i r  de croisertien:: 

dont l ' u n  des pa ren t s  e s t  marqué, nous a permis d'observer que deuu 

ce l lu lcc ;  en  con tac t  peuvent prendre des a spec t s  d i f f é i e n r s ,  

Schématiquement deux c a s  se  sont  présentCs : 

il) &.ccolement cilîrre c e l l v l  e s  de scxe dif f 6 r c n t  -- 

Nous avo:is observé d e s  c e l l v l e ç  de sexe d~.îf6refi.l. scri~bl-mt 

ê t r e  en  cours  de conjugaison, 

- 
 intensité du marquage des c e l l u l e s  F permet de l e s  

d i f f é r e n c i e r  avec quasi  c e r  ti-iude des cet lu-les Bfr . Les c e l l u l c s  ci? 

conjugaison sont  ^éo.nies pilr I ' in termédia i re  d D m  pont sembla5le à 

c e l u i  que nous avons d é c r i t  pr'écédcnment. Les c e l l u l e s  obcersr6es sir l a  

photo no  5 proviciii?cnt d'im croj-sernent de $5 n z i r i ,  1.e pont i n l e r c e l  l c i a i r c  



-- 
en positiorl subterminale e s t  coustitv.é de 1 ü  paroi de l a  cellv.le F' , 

l a  membrme cytoplasmique bicn v i s i b l e  e s t  r e s t é e  en place,  Cette 

f igure  a & t é  observée de nombreu.ses f o i s  e t  i l  semble q u P e l l e  ne 

corresponde pas W. premier stade de l a  conjugaison. 

La photo no 6 e s t  çernblahle à la précédente, mais on ne 

peut observer l a  structuye i n t e m e  du pont i i i t c r ce l l v l a i r e  i c i  en 

posi t ion terninale ,  l e  p l a n  de coupe pa s sa i t  2 l ' ex t é r i eu r  dil ce lu i -c i .  

Les photcr; n07 e t 8 qui corres]~or,dent à un croisenient cic 

15 min, montrcntmaspect d i f f é r en t  du contact  en t r e  l e s  de lx  cel l u l e s ,  

011 peut penser q u l i l  s ' a g i t  l à  d'un debut dc conjugaison ; l e s  c e l l u l c s  

sont en e f f e t  réunies  par quclqucs "excroisr;zr~ces" de I 'eilveloppe 

bac térienne,  

Bien que novç ayons observé de t r è s  nombreux atl tor~:di.ogrc,rnmes 

il n 'a  pas é t é  possible de réveler. d9aa.trec; différences impor t m t e s  en t r e  

l ' a spec t  des cel lul-es en contact  l o r s  d'un croisement de 15 nin e t  

45 min. Il  f a u t  cependarit noter  que  nous avons vu beaucoup dc c e l l u l e s  

en contact  l o r s  àg l ' é tude  du croisement aymt  duré 45 m i i ï  (pkiotoc; nc 9 e t  1C 

B) Accolêment entre  c e l l u l e s  de n~^cnc sese 
------p...- 

11 ex i s t e  égalerrient dcs c e l l u l e s  de mEn;e sexe x x o l é e s  

pouvant ê t s e  p r i s e s  pour des c e l l u l e s  eTr ~ 0 ~ 1 . 1 ~ ~ ;  de ~ ~ n j u g a i s o n .  

- 
La photo no 13 montre deux c e l l u l e s  F rnccrqu&es, accolées 

par 1' j.ntermédhaire de s t r uc tu r e s  ,vronclies. Ces striictirres sont en 



- 
contact  avec l a  paroi des deux c e l l u l e s  F . 

Nous avons égale?~.ent observé pluçicurs  contacts  en t re  

c e l l u l e s  nBles (photo no 14). L'aspect dc t e l l e s  images e s t  semk~lable 

à ce lu i  observé lo rsquY1 s s sag i t  d 'accolemnts en t re  ce l l u l e s  de sexe 

di f férent .  En e f f e t ,  nous avons retrouvé des contacts  en posi t ion 

tcrminal.e, subterminale ou cen t ra le  e t  un positionnement cn c ro ix  des 

deux ce l l u l e  S. 

V I 1  - - DIGCUSSIOI? 

L'observation des autoradiogrmie s nous a apporté deux 

é1Ements d i f fé ren t s ,  l ' un  p o s i t i f ,  l ' a u t r e  nega t i f .  

T ~ u t  d'abord, nous avons obtenu des images montrait des 

c e l l u l e s  de sexe di fzérent  pouvant ê t r e  considérées en cnn jugaiçon. 

D'autre par t ,  nous avons pu rnettre cn évidence des appariements en t r e  

des ce l l u l e s  de mêrie sexe. 

ÇCEIREIL e t  c o l l .  ( 83 ) observmt en microscopie élcctronlque 

des coupes u l  t rgf ines  de c e l l u l e s  rnorplzologiquenient d i f fé ren tes  en cours 

de croisement, ont abouti à l a  conclusion que l e  contact  e;?tre c e l l u l c  

mâle e t  feinelle se f a i s a i t  par 1 ' intermédiaire de "bulles", structixxeç 

arrondies cons t ih~ i tes  des deux f e u i l l e t s  externes  de l a  pmoi.  

Ç ~ z r  l e s  au toradiogra:~m~es, nous ctvo~is r e  trouvR cles s t r u c t ~ i r e s  

- 
semblables, mais en t re  des c e l l u l e s  de nieme sexe, i c i  deux c e l l u l e s  F 

(photo rzQ 1 3) . 



I l  semble donc que les flbu13.es" q u i ,  pour SCIIKGIL e t  c o l l , ,  

o n t  un r ô l e  d m s  l a  conjugaison, ne sont  e n  r é a l i t e  que des ,crte£dct.s. 

N0u.s avons d ' a i l l e u r s  observé ces m h e s  çtrixctures ar rondies  d m s  des 

c u l t u r e s  pu les  de ce l l ia les  mâles (photo n o  11) e t  de ce3 l u l e s  

femel les  (plloto no  12), 

Nos résv.lt; i ts r e jo ignen t  ceux de LN6CASTI:R e t  SKVARLA ( 57 ). 

Pour c e s  au teu r s ,  l e s  images sbçerv6eç par  SCFIXEIL e t  c o l l .  ne son t  

en r é a l i t é  que des  axntefacts engendrés par  une agglu t ina t ion  non 

spéci£ique des cel l .ules .  

De l ' é t u d e  de c e s  croisements,  ?~ctis pouvons donc conclure  

que l a  techni que autoradlogra.phiquc permet df observer 1 aspect de 

quelques c e l l u l e s  en cours  de con jingaison. Cependant, 1 exis tence  de 

f i g u r e s  d' appariements e n t r e  c e l l u 1 . e ~  de raêne sexe pouvarit e s i s t c r ,  

on peut  douter  de l a  r é a l i t 6  de l a  conjugaison lorsque 1 'on rencont-re 

un &me aspect  e n t r e  des c e l l u ï e ç  de sexe d i f f h c n t .  B? plus ,  

l ' obse rva t ion  des  au.toradiogr&mnes ne perriet pas  dtélinu.iier avec 

c e r t i t u d e  l e s  f iguLres  de d iv i s ion  ayant 1 8 a s p c c t  de c e l l u l e s  en 

c o u r s  de conjugaison, 

D è s  l o r s ,  ].es teckr iques  employées ne nous on t  p s s  senblé  

s ~ ~ f f i s a n t e s  pour a f î i r n e r  que nous é t i o n s  en présence de b a c t é r i e s  



en  cours  de cori jugllison. Nos I -~chniques  expérimental cc, ne nous 

permettent  p a s  de determines si deux ~ e l ~ ~ u l e s  cil c o n t a c t  p a r  un pont 

i n t e r c c L l u l a i r e  conçt i  Pterlt reellerncnt deux bac t é r i  c s en cours  de 

t r a n s f e r t  génétique. 

Nous avons donc t e n t é  d'aborder l e  proùl èn:e en  6h;d iant  

un a u t r e  procesçu.s poss ib le  de l a  ~ o n j u g ~ t i s o n ,  c e l u i  au cours  duqu.el 

i n t e r v i e n d r a i e n t  l e s  F-pl l i .  



C H A P I T R E  I I  

ETUDE DU COIJTXCT PAR L'IRLER~~L!DSALI!E DIJ F--PLLUS 



INTROBUCTIOH --- 

Dans ce chapi t re ,  nous nous çornrAies in téressé  au contact  

en t re  c c l l u l e s  f i l e s  e t  femelles p a r  ls i i î termédiaire des F-pil i  der, 

bac té r ies  mâles. Cette étude a é t é  menée en u t i l i s a n t  deux tecb.iques : 

Noias avons m i s  au point  une méthode d 'extraction e t  de 

pur i f i ca t ion  des F-pi l i  qui nous a permis de l e s  s i t ue r  dans des 

gradients de densité de saccharose. En é tudiznt  ZLI microscope 

électronique aprés ombrage un mèlange de c e l l u l e s  mâles e t  Eenelles, 

nous avons inontré que 1 'on pouvait observer des c e l l u l e s  de sexe 

di f fSrent  r e l i é e s  en t r e  e l l e s  par des F-pili .  

Nous nous sommes a lo r s  proposé d 'étudier l e  devenir dc 

ces  appendices sexu.els en l e s  extrayant de ce l l u l e s  en croisemenl 

e t  en l e s  soumettant à une centr i fugat ion en gradient de densi t é  

de saccharose. 



A) Bac t@rlo l .o r~ i  e 

1)  Souches crnployEes ------------------ 

Ilfr Cya Pro C 

I-LfrC Thy Pro C 

- 
F 2000 X 17 K TTizr Leu Arg &lac  S t r  

Chlorure d m a n i u n  5 cr 
ITi t -a t  e d t  armonium 1 ci 

Sul.£ate de sodium s,r,llycbe 2 g 

Phosphzte b ipo t a s s ique  3 S 

Phosphate nonopotassique 3 g 

S u l f a t e  de magxlésium 0,1 g 

. Ezu d i ç t i l L é c  q.ç.p, 1000 m l  

PH 7 

Autoclaver 20 min à 121°C 

I l i l i eu  de Lennox gé!.osé : - - - - - - - - - - - -  
l l i l i e u  d e  Leiinox add i t i om!  dc 15 g d'Aga- Ci fco  par litre 



Tryptone Iiifco 10 !J 

Extrai t de 1e~n:re Uifco 1 g 

ClNa 8 s 
. Eau d i s t i l l e e  le00 nl 

PLI 7 , 3  

Autoclaver 20 min à 1 2 I 0 C  

Plilicu 7, addit ionné de 15 g ~l'Agar Difço par l i t r c  

3) Lechi  que de. croisement ........................ 

La bactérie I-ifr e s t  c u l  irivee en milieu rie Luria slu.cus6 

- 
à 1 p. 100 en anafroùiosc e t  l a  b a c t f r i e  F dans ie m ê n e  rriklleu 

non glucosé e t  cil aérobiose selon GUTb,LAU?E et c o l l . ( 4 l ) .  Lc croisement 

7 8 - e s t  r é a l i s é  par mélange de 5 x 10 H f r  avec environ 5 x 10 F pour 

un voluii~e de 4 na. Il est incubk 5 3 7 O C  sars agi t a t l o n  pend~mt  10 min, 



B) Tzchnique -- drobtcni:ion e t  d c  dosage du 
-*-----..-- - 

stock dc r-hacici f2 

1) Sur l c  mi l ieu  Z so l ide  

a )  GStentj.on c%u stock - - - - - - - - -  

C e t t e  technique e s t  courarment v . t i l i s ée  au l a b o r a t o i r e ,  IP:Tic 

permet d ' ob ten i r  rap idenent  va nou.vezd s tock de phage s. 

La souche male c h o i s i e  ( i c i  H E r  cya) e s t  cu.LtivGe dans 

du bou i l l on  de Lur ia  a g i t é  pendant u ~ c  n u i t  à 37OC. Le matin, e l l e  e s t  

d i l u é e  dans l e  même mi l i eu  préchaufçé e t  remise en c u l t u r e  ju.squtA 

8 o b t e n i r  une concen t r a t ion  de 8 x 10 b m t f s i e s  p m  m l .  Pou 10 m l  de 

c v l t u r e ,  on ajou.te 0 , l  m l  d.e chlorv.re de ca1ciii.m (C~CI ) 0 , 5  1.1 pendant 
2 

70 min à 37OC e t  en ag i ta t ior i .  

Le s tock  de phages f 2  e s t  d i l u é  dans du mi l ieu  de Luria  

8 
pour o b t e n i r  envi ron  10 phages par  ml. 

Dws u.n tube, on po r t e  0,25 m l  de c u l t u r e  e t  0 , l  m l  de 

phages. O n  f a i t  au t an t  de tubes que l'on dési re  de bo î t e s .  On p o r t e  l e s  

tubes à 3 7 O C  pendCrnt 20 rnin s a î s  a g i t a t i o n  a f i n  de permettre aux pkiages 

de s ' adso rbe r  s u r  l e s  Y-plli  des  b a c t é r i e s .  

On a jou te  à chaque tube va tub? dz gélose b l m c h e  fondue 

au ba in  marie boui l la r i t  e t  dont l a  ternpgrature e s t  mair~tcnue :i 4 3 O C .  

Le tube e s t  cou lé  en double couche s u s  mi l ieu  7 gélosé.  

Les b o î t e ç  sont  portt5cs A I ' é t u v e  & 40°C pcndant 8 heiares 

environ.  La gé lose  e s t  e n s u i t e  g r a t t k e  avec un é t a l e u r  en v e r r e  e t  

cen t r i fugée  à 10.000 tour\t;/nin pencicmt 33 min. 1.e surnageaiit oùteizu 

c o n t i e n t  les phages. L e  s tock e s t  conservé 2 q ° C  en prCsence de 

c h l o r o f o r ~ ~ e  ( 1 m l ) .  



b) Dosage du s tock  - - - - . . - - - -  

Le s tock  a i n s i  obt-eriu e s t  d i l u é  dans du r:.ilieu de L.u.ria 

jasqulA  IO-^ et dos6 e n  u t i l i s a n t  l a  ~ ~ 1 t i i r . t :  de la v c i l l e  (ii:rdéc d 

+ 4OC. 

Dms O s  25 ni1 de c r r l  turc, on p o r t e  0 , l  m l  de l a  d i l u t i o n  

de phages d é s i r é e .  Après une adsorp t ion  de 20 min A 3'/°C sans  a g i t a t i o n  

e t  add i t i on  d'un tirbe de gé lose  b lLnche ,  on coule  sur  des  b o î t e s  

de mi l i eu  2. L' incubat ion  s e  prolonge 8 heures  envi ron  à 40°C. Les 

p l ages  de l y s e  sont  comptées e t  le t i t r e  du s tock  exprime e n  

UFP par  n l  (UFP : Unité formant p lage) .  On o b t i e n t  c o u r m e n t  d e s  

titres de 10 x  10'' U F P / ~ ~ .  

2) Sur l e  mi l i eu  de Lennox gé losé  ------------ ----- --------- ------- 

~ a s .  ï c  but de maquer l e  phage £2 au 3 2 ~ ,  nous avons 

m i s  au po in t  une technique d 'ob ten t ion  du phage î 2  s u r  mi l ieu  

synthé t ique  gé losé  de Lennax (L), Le mi l i eu  L c o n t i e n t  pa r  l i t r e  

9 g de ~ ~ h o s p h a t e  b ipotass ique  e t  3 g de pizospliate ~i~onoyotasçique.  

Avant d 'en t reprendre  l e  marquage du phage f 2 ,  nous avons 

recherché l ' i n £  luence de l a  concent ra t ion  en  phosphates  mono et 

bipotass ique  su r  l a  c ro i s sance  Zo l a  sauche IIFr Cya. 



La souche flfr C y n  e s t  cul t i l"3c une n u i t  à 37OC "1 agi tCi t ion  

dcmç du rnilieu 1, glucosé à 0,r> p, 100 addit ionné dr 1 m l  de vitamine E3Î 

à 500 Y/m3., de 1 r111 de prloi ine à 1 p.  100 c t  de ? , 5  n i1  dtime solutiolz 

à 20 p. 100 d ' t ~ n  hycbolysat de casé ine  encore appel& ttcasamino;ciùst'. 

Le matin, l a  cl11 t-w-e e s t  diLu& dans c e  meme milieu. pour 

ob ten i r  une delzsité optique (DO) d e  0,05,  l u e  à 6O0 nm. E l l e  e s t  remise 

en a g i t a t i o n  à 37*C Jusqu'à ianc dens i t é  optique égale à 0 , 2 .  

L é s  bc:ctérieç sont  ccntr i . ibgécs e t  l avées  d m s  du milieu L 

sans phosphate. Q r C ç  c e n t r i f u g a t i o n ,  1 e s  b a c t é r i e s  sont  iiacubxes dans 

du. mil ieu  L contcn;mt des concentrations v a r i a b l e s  en phospl~cites. 

Les r é s u l t a t s  o b t c r ~ u . ~  sont  consign&s daxs l e  tableau su ivant .  

Etude de l a  croisr;snce de l a  souche IISr Cya en fonct ion  du tenips dt inci ibat io 

e t  de l a  concentsatioii  e n  phosphates d a i s  l e  mi l ieu  de Lennox. 



Par r appor t  à l a  cu l t i l re  témoj?? dans l e  ir,llieu L noi-nial, 

l a  souchp ITr Cyc? c r o i t  seiisiblcmcnt de l c ,  ~ ;~êne faqon lorsque  l e  

mi l ieu  L, ne c o n t i e n t  cpe 7/5 oii 1/10 de ].a concentrat lor i  riormale e n  

phosphntc% Les culirixrl-s de ?h 15 s u r  mi l iev  1, noriiia7 e: g3r ,n i l ieu  1, 

contcnan t 1/10 de phosphates, on t  é t é  re tc i lues  pou.r e f f e c t u e r  1 e s  

s t o c k s  de phages. 

Les cu:l.tures sont  i n f e c t é e s  à r a i s o n  de 1 phage pour 

25 b a c t é r i e s  p e n d m t  70 min à 3'i0C p u i s  cou lées  s u r  ritilieu. L gillos6 

contenalit  l e s  ex igences  de l a  soilche e t  des  conce i i t ra t ions  en  phosphates 

correspo:idant à c e l 1 . e ~  des  n i l i e u x  l iqu-ides.  

Les boftcc; s o n t  incubées une mii  t A 37OC. 

Les s tocks  de phages s o n t  e n s u i t e  dosés s u r  mi l ieu  Z seion 

l a  techuiique précéàemient d é c r i  te.  Rous avons obtenu l e s  r é s i x l t a t s  

s u i v a n t s  c 

s u r   nil lieu L 

s u r  r.j l i e u  L 

TAST,E!;IJ V --- 
Noris avons cons t a t& que l e  t i t r e  du s tock de phages f2 

en mi l ieu  L e s t  10 f o i s  sup6r icur  au t i t r e  obtenu sur l e  mi l i eu  L 

c o n t e n m t  l e  1/10 dc l a  concen t r a t ion  *ic;rniuls en phosphates. Cela 

semble à première 1w.e un inçonvériient,  mais le  t i t r e  ohtemi e s t  



11 f 2u.t égalcwent noter  que 1 or'; du marq~,!a.ge, l ' add i t ion  

32 d 'acide phospkioriqu~ cndrqué C~U. P üla<-jr.?ei:-trra l a  concerîtr;itii)n en 

phosphai-esdans l e  mil ieu,  c e  qr~?- nous pca-r;:ztt-ra d 'ubtcni r  un t i t r c  

si  tu& e n t r e  l e s  deux s a l e u r s  données précédemrncc t. 

9 :: 
3) Obtentiori du stock de phuges  £2 rn~rc'qv.6~ au ""P -----.-----.---.-------------------.--"------------- 

Pour cliacpe stock,  nous avoris u t i l i  s é  10 ]AC~ d'acide 

32 phosphorique P (s.s.A. F ~ ? J ? c ~ ) .  Le mlrquage slcfEectu.c en cieux 

temps ; d m s  l a  cu l  tulire el1 e-mGr:,c à raison d? 5 l n C i  ci: dnns l e  

mil ieu L gélosé pour l e s  5 m C i  r e s t a n t e s .  I l l i  moyenne, ilous avons 

obtenu des s tocks  dc? pliagzs î 2  d'un volv!iii- de 30 ml t i t r a n t  

I O  x 10'' U F P / ~ ~ .  

Ccs s tocks  contienneiit ,  ou t re  l e s  pliages marqués, des  

molécules d 'ac ide  phsçphorique r a d i o a c t i v e s  cn S O ~ U ~ ~ O L I  que nous 

devons e l iminer  pour ob ten i r  une solut iol î  de phases 1 2  rriaqu6ç l a  

p lus  concentrfie poss ib le  e t  débarrassée &J. lnsrquage p x a s i t e .  

Diouç pouvions i i t l l iscr ,  s o i t  îine f i l r r a t io r i .  de l a  so lu t io i i  

phayique su iv ie  dlvae é l u t i o n ,  s o i t  ur,c c e n t r i h g a t i o n  2f i n  d.'obtenir 

un c u l o t  de pllaçes. 



a) Concentration pal‘ E l l  t r a t io r i  - - - - - - - - - - - - - - - -  

1,Gi)IÇII e t  c o l l .  (64 ) o n t  moiitré que l e s  phages f 2  se 

f i x e n t  s;x*. l e s  f i l t r e s  de n i t r a  te cle ccllinlose ( ~ ~ i l l i ~ o r e  I t l  0,45 F) 

l o r s q ~ ' ~ l s  sont  pliicbs dans u i ~ e  s o l u t i o n  de chlorure  de sodium dc 

rnolanitf P ina le  égale ou supérjcilre à 0 , l5 .  Cette  f i x a t i o n  e s t  rbvc r s ib le .  

Les phages peuvent être décroches e n  é luan t  l e  f i l t r e  l ' a i d e  d'un 

mi l ieu  r i c h e  en peptone. 

Nous avons t en té  d f  appliquer  c e t t e  technique, I+ld heureuserirem, 

nous nous somieç rendu compte que nous ne pouvions pas abou t i r  ;i cies 

r é s u l t a t s  va lab les ,  En e f f e t ,  l a  so lu t ion  phagique obtenue se lon  l a  

technique decri  t c   lias haut,  c o n t i e n t  des f i b r e s  de gélosr: en suspeï;sion 

qui  t r è s  v i t e ,  c o l m t e n t  l e  f i l  tTe. I>r ce f a i t ,  l a  f i l  t rci t ion deniande 

p l u s i e u r s  d i za lnes  dfheu.res c t  I ' é l u t i o n  devient  irflpossihle, JJtcniploi 

d'un d i s p o s i t i f  de f i l t r a t i o n  sous press ion  ne nous a pas donné de 

me i l l eu r s  r é s u l t a t s .  Nous avoiis donc m i s  x r  point  L ~ C  tec1iniqv.e de 

concent ra t ion  &s phagcspar cen t r i fuga t ion .  

b) Concentration y a r  eent r i . fugat i  on - - - - - - - - - - - - - - - -  

Afin d-lirniner au m;7ximn les  fibres de gélose cn 

suspension d m ç  l e  stock de phages, nou; 1 'avons t o u t  d%bord fil t r C  

sur  deim p r é f i l t r e s  en micro:'iùi-e de t-crs-il !Yll.ipore ( ~ 6 2 .  Ar 23134700), 

Le f i l t r a t  obtcrzu e s t  c e ~ t r i  fr~gti: su r  u l t r sccnt r i fugc .use  Spirico L2 65, 

pendant 2 heures A *;5,000 toinrs/min en  t i t i l i s a n t  l e  r o t o r  SW 6 5 ,  



Noiis avons obterzii l e s  r & s u l t a t s  siriva11ts : 

- T i t r e  clii s tock  dc piinges î2 dc il6parlrt : 9 x 10'O UFP/~~ 

15 m l  clc c e  s tock  son t  f i  i t r 6 s  sur de'i.x p r . & f i l t r e s  

- T i t r e  du ri] t r a r  ot:e~:u (voha ic  15 ml) : 5 x 10'' U F P / ~ ~  

- T i t r e  du sluriragewt de cen t r i ç i i gn t ion  (15  i a l )  : 0,07 x 101° UFP/~I 

- T i t r e  du c u l o t  de c e n t r i f u g a t i o n  ~ e p r j - s  p a r  3 i n 1  de m i l i e u  L phospha te  1,/ 

2 , 5  x 10'' U F P / ~ ~  

c) Rad ioac t iv i t é  du phage f 2  - - - - - - - - - - - - -  

L ' é c h m t i l l o n  ;i conpeer est  d<:posé s i r  ur, f ? . l t r e  1-ti l l ipore.  

Après. séchage, on p lacc  l e  f i l t r e  d ~ n s  un fl-acon c o n t e i i m t  10 m l  dc 

l i q u i d e  s c i n t i . l l a n t  de composition sui.vante : 

La r a d i o a c t i v i t é  e s t  l u e  SU Spectrophotonlètre à s c i n t i l l z f i o n  liqi).j.de 

Lcs s t o c k s  cle phages que nous ahroi2s obten11.s~ possèderzt 

G une r a d i o a c t i v i t é  de G x 10 cpm p s r  ml pour vil t i t r e  de 

x IO'! U I ' P / ~ ~ .  2 , )  



C) Teclmioues d e  microscopie &lec troniquc 
-PL-------.-- -- 
1)  Ombrage -------.- 

IJne gout te  dc  I f é c h a n t i l l c ; l  & obscrvem' e s t  d f i p o s k  sur  V>IC: 

g r i l l e  porte-objet  pourvzlc d'une mc~~braiie de par?-odion carbonée, 

Après 3 min dc: con tac t ,  l a  g r i l l e  a s t  essorée  sur  papier  f i l t r e  e t  

-2 r i n c é e  dms dix tampon T r i s  10 1, C i g  Mg IO-'W pH 7 , 2 .  E l l e  e s t  

de nouveau essorée  pilis çécliée pendo'lît v.ne rzuit à 3 ' 7 O C .  La g r i l l e  

e s t  ensu i t e  ombrée p m  du. pa l l ad iun  colloYda1 d,mr un évaporateur sous 

v ide  Edwars 12 E6. 

2) Colorat ion négat ive ------------------- 

L a  techique de c o l o r a t i o n  e s t  c e l l e  d é c r i t e  par BREi@TER ( 6 ) , 

Une gout te  de l a  suspension d é t u d i e r  e s t  l a i s s é e  en coi~tdctppendarlt  

3 min avec ixne g r i l l e  poste-objet  pourvue dqune nembraize dc col lodion  

ca-bonée, L'excès de l i q u i d e  e s t  él iminé à l ' a i d e  d'un papier  fil t r c .  

On dépose sur  c e t t e  g r i l l e  une g o u t t e  d9une so lu t ion  de yhorphorungstc?te 

de potassiu.m à 2 p. 100 tarflpo~méc A pH 7 pendulé 30 sec. La g r i l l e  

e s t  essorée  e t  après  dess i ca t ion  complète, l a  prépara t ion  e s t  exarninde 

d i r e c  tepLent au microsco;)e é lec t ronique .  



- In t roduc t ion  ----- 

Comr:e nous 3 ' avons vu aux pages 14 e t  15,  u.i.e bac tk r i e  m2.i.c 

peu t  posséder ,  ou-tre dcs  F'-pil i ,  des  p i1  i rion çerw.el s, pri ncipalemenl-~t- 

. . 
du type 1, al.iîsl que des  E lage l1 . e~ .  Si  nous voiilo?is é t u d i e r  l e s  F-pi.lj. 

dans l e s  me i l l eu re s  conà i t i o l i s  p o s s i b l e s ,  :i.l. e s t  indispeaic;;~ble de l e s  

s épa re r  des  e u t r e ç  f i n b r i a e ,  Mous avons m i s  au p o i n t  une méthode 

d ' e x t r a c t i o n  aeç p i l i  q t r i  s e r a  d é c r i t e  dans l a p:-emièrê p a r t i e  de  

c e  paragraphe. Ce t t e  rnotiiode a  étC u t i l i s é e  dans l e  bi;t de comparer 

d e s  suspensions de p i l i  i so34s  de c e l l u l e s  I i i r  posçéd?.,rt des F-p i l i  

- 
avec c e l l e s  obtenues à pca r t i r  de c e l l u l e s  F d6poüiv~1es de Y-pili .  

Dans l a  d e u x i è ~ e  p a l ~ t i e ,  nous elivisayeoris l a  pu r i f i ca t i o : r  

d e s  p i l i  pm c e n t r i f u g û t i o n  en  yrddren t  de d e n s i t é .  

Les bsc-i-&ries son t  c u l t i v 6 e s  unc m i t  2 37°C dans du 

m i l i e u  de Lur i a  glucos6 à î p. 100 eri aé robiose .  Le leilder,:u-i.il, I s  

cul t u r e  e s t  dilucile dans deux 1 - i t r e s  du merne rfiil jeu précllciuffs à 37OC 

pGur o b t e n i r  uric d e n s i t é  0ptiiqu.e cle 0 , 2  à 610 nx. La cu:!txxre e s t  

1-aissce en anaérobiose U 3 7 O C  s;u:s a g i t a t i o n  p e n d a t  2 heures  envi ron  

j u s q u l à  c e  que l a  d e n s i t é  op t ique  ssit cornprise e n t r e  C:, 8 e t  1 ,  La 

c u l t u r e  c ç t  a l o r s  c e ~ î t r i f u g é e  à 2503 g pei?ci?uit 1 5  miiî SUI une c e n t r i -  



fugt'uçe r 6 f r i g é r 6 c  SORTJAI,T, RC2 cn u t i l i s a r ~ t  l e  roto?,  GSA e t  lair:?e c l a ~ ~ s  

- 2 -2 
l e  tampon '.I"rls 10 11' C12Pig 10 1.1 pH 7 ,2 .  

Le c u l o t  e s t  remis  en suspeiision d h ~ s  l e  r;!Sme tmpol? polur 

o b t e n i r  un volume c!e 40 m l  e t  soumis 8v.x chocs hy&-o<i4~riamiques d a ~ s  un 

a p p a r e i l  " V i r  t i s "  tournant  à 12.000 tovrs/;!!ln pendant 3 mim.  I,a 

su.spensj on ot>tcnu.c e s t  ccn t r i fug6e  pendant 30 min à 7 .O00 g en u.tl l i s a n t  

l e  r o t o r  SS34. Le s u r n a g z m t  e s t  p ré levé  e t  c e n t r i f u g é  1 heure A 

40.000 g su r  l c  même r o t o r .  Toutes l e s  r~l;ii~ipu.lationç sont  r6 ; i l i sées  

à + 4°C. 

Le c u l o t  contenant  l e s  p i l i  e s t  remis  douccmcnt en ->u.;perisioi~ 

dans 1 i n l  de tampon. Il e s t  déposé à l a  su r f ace  d'un gradie i i t  de 

à 10 p. 100 e t  40 p .  103 dans l e  tampon Ci3cri.t précéderrxient. AprSs 

c e n t r i f u g a t i o n  d ~ ~ r a n t  l h  30 à 70.000 g en employant l e  r o t o r  SI! 25-1, 

l e s  c l i f fe ren tes  f r a c t i o n s  de 2,5 m l  sox t  ~ e c u e i l l i e s  e t  1u.es à 260 nrn 

e t  280 nm en u t i l i s a n t  un spectl-ophotor,étre Ze i s s  144 4111. 

2) Examen des pi1.i en  microscopie é l ec t ron ique  ---------------------.---------------------- 

a )  En 1 ' absence de phaçe  s f 2 - - - - - - - - - - - - -  

Ava2t ùe soumettre ].a suspcnçion de p i l i  ci l a  c e n t r i . h . ~ a t i o n  

su.r ç r a d i e n t  dc s;.,cchsrose, il nous a sciriblé in t é re s s ; : i~ t  dli.tv.dieï el1 

microçco~> ie i.l.ectr011iqine 1 ' aspec t  des  p i 1  i i s o l é s  dqunc: souche n22e 

e t  d'une souche fernelle,  a f i n  de v o i r  si nous pouvions déce ler  1 c s  F - p i l i  

dcms u.n miilmge coniplcxe de p i l i .  



La photo no 15 noiztre l a  suspension dc p i l i  obte;l~:r ?i p z r t i r  

d ' u i i ~  c u l t u r e  drz I a  souche Iirr Thy, Cet te  p r é p a - a t i o a  e s t  t r è r  hétérogène : 

nous y voyons deu:.: s o r t e s  dP61ér,~erits f i lmen l i eux ,  l e s  uns d%xc l ongaeur 

moye:üie de O 5  81-3. c t  d ' m e  l argeur  de 0 , 0 3 p  , l e s  a u t r e s  nettcr.?ent 

p l u s  f i n s ,  d'ufie longueur de 2 IL en nia) eilne. Ces d e r n i e r s  iIliirr,ents 

staaccolcnt l e s  vns aux auti-es pour fo rnx r  des  s o r t e s  de b o t t e s .  

La comparaj-son des p répa ra t ions  de p i l i  p rovenmt  de souches 

- 
Hfr avec c e l l e  de p i l i  i s o l . 4 ~  de l a  souche F cul  t i vke  en  ma6rob iose  

e t  sans  a g i t a t i o n ,  d e v r a i t  pcrmet t rc  de déterminer  que l s  son t  l e s  

- 
F-pi 1 i, puisqire l a  souche F en  e s t  dépourvac. L a  photo no  1G repr6çel;te 

- 
1' image d'une suspension de p i L i  obtenue à p a r t i r  de l a  souche F 

2000 X 17 k. N m s  reinarquons q u ' e l l e  CS  t t r è s  difi ' i irente de cel le  

provenant de l a  so l~che  IIfr. On y rencont-re également deux s o r t e s  

d161éments. Les pZuç g r o s  ont  des  dj.mensionç e t  uq aspec t  semblables 

à ceux observfs  dcms l a  suspension o b t c i ~ ~ e  à p a r t i r  de l a  souche Itfr. 

Quant zvx éléments p l u s  f i n s ,  i l s  sont  t r è s  peu nombreux e t  ne stagglv.- 

tinant pas e n t r e  eux. 

Les p l l i  de di 'mètre p l u s  .E;iL>le, assei?ihlés en  anas, que 

l ' o n  t rouve l e s  p répa ra t ions  provenant dVHfr ,  correspondent donc 

v r a i  çeinblableneiî t aux F-pLli . 

b) En prfsence dis phages f2 - - - - - - - - - - - -  

Pour i d e n t i f i e r  avec c e r t i t u d e  l e s  p i l i ,  nous l e s  avons 

m i s  en  c o n t a c t  avec v.ne suspension de phages  f 2 ,  



Daris  u!i tube à hémelyse, on pcîrte 0,25 1111 de l a  suspcizc;iori 

de p i l i  e t  une gou .~ tc  de ch.Lor.~are cie calciilni 0,5 X:, &ris 10 min j. 3 7 O C ,  

10 - 7 ,  on a jou te  0, 1 rnJ dtua.e suspe!isioui d e  p!~a:geç f 2  t i t r a n t  envi ron  10 l i ~ r / r n l .  

Le tube e s t  lciiss6 ,1 37OC p e n d a t  20 min, L d  ( i ~ ~ s p e n s i ~ r i  e s t  a3ou.s 

c o l o r é e  négat-ivciiicnt s e lon  13. technique de I?REP,iNLR ( ; ) . 
L' adsorp t ion  du phage f 2  sur iine cel lulc? Kfr perr;:et de 

v o i r  q u ' e l l e  peut  Gtre  pourmie dc p î u s i e u r ç  F -p i l i  ( c i n q  sur  l a  

photo no 18), AprCç é l imina t ion  des  c e l l u l e 5  e t  concen t r a t ion ,  on 

c o n s t a t e  sur l e s  photos no 19 e t  20, que I c s  P -p i l i  co r se spond~r i t  b ien  

aux é16xents  de p l u s  f a i b l e  diam6tre d e c r i t s  précédern?nerit. D a n s  nos 

co i id i t ions  expC.rirr,entales, nos  p r é p a a t i o x s  son t  t r è s  r i c h e s  en  F-pila 

pa r  r a p p o r t  aux p i l i  non sexuels. Nous avons égalefiie:lt: ais en contl,,:l: 

- 
d e s  phases  f 2  avec l a  suspension de p i l i  i s o 9 é s  de l a  souc;ie F . D z i s  

c e  c a s ,  nous n'avons jamais observé d 'adsorp t ion  de c e  phage, 

3) Etudi- coniprirative e n  g r a d i e n t  cie d e n s i t é  d ' i ~ ~ t .  suspeiis?.on --.-----.-- *-~-","--" --------------- ' --------------.-----,,---*---... " 

de p i l i  isol.és de soirches Wfr e t  F -  -----------.---- -------- -----.------- 

Etant  donné que l a  p r i n c i p a l e  d i f f é r ence  observée cil 

- 
microscopie é l ec t ron ique  e n t r e  l e s  c e l i u l e s  ELfr e t  F c o n s i s t e  en 

l ' abçcnce  de F -p i l i  chez c c s  derniGres,  nous avons p a s &  q u ' i l  ç e l%c i t  

peut  C t r e  poss ib l e  d 'observer  des  diffGrcncer  dans l e s  p r o f i l s  des  

g r a d i e n t s  de dençi t6  f û i t s  à p a r t i r  dc suçpciisions dc p i l i  i s o l é s  de 

souches mSleç e t  f m e l l e s ,  Ce tous  l e s  ty2es de f rac t io~~uicrncnt ,  nolis. 

avons retei iu  l e  grzdi  29t c?e ciensité cl? c,zrch;iroçe, c m  c e l u i - c i  !)c-~~;:it 



dlohte! i i r  I c s  d i f f 5 r e i ~ t e s  f r a c t i o n s  cil LIXI tcrq-.  c o u r t ,  l e s  1:-pili se 

détéél-iormt rsl:j.clci;ient 5 l a  ternpki nturc, clrabirate. Pour c e l a ,  nous 

avons déposé 1 ml de la suspensj-011 di p i l i  c o r r e s p o i l d a ~ t  à 5 n 10 1 Li 

bact t : r ics  la sur face  dc ;jrc=dients (!r saccharo.;e 10 p. 100 -- 40 p. 109 

d c  23 n i l .  

Le tab lcau  V I  c?o1211e l e s  r 6 s u . t ~ t . s  obtenus apr6s  lc(:tuxe de 

qua t r e  g r a d i e i ~ t s  l j i ts  à p a r t i r  des  p i l i  i s c l é s  dc 1;i souche Hf'r Thy e t  

-- 
de l a  soilche F 2000 x 17 k. 

TAIIL C A L J  VI -- 
Densi tés  op t iques  1 u . e ~  à 250 e t  290 nrn ues f r z c t i o n s  des g r a d i e n t s  de 

sacch;isose o b t c i ~ ~ ~ c ,  A p a - t i r  (le çusj)e~si<si?s de pi1.i i s o l b  dc s o ~ c i l e s  
- 

I I f r  e t  I' 

Lcl l i g n e  marqu.ée C ,  r ep ré sen te  l e s  d2;rç:i tés o p t i q i ~ c s  des c u l o t s  r e p r i s  
- 3 - 2  dails 2 l?il de tr'riipon P i s  10 11 1-i$ C l  10 K p H  7 , 3  

2  
La fra::tion 1 c o ~ r e ç p o n d  zd i ~ z d  du ~ r a c ' l i c n t ,  l a  f r ~ c t i o n  12 2. sa pa+t:ic 

super ieurc  , 



La figure 2 r;loi:tre l e s  p r o f i l s  dc t e l s  gradie i i t s  pour l e u r  

l e c t u r e  R 260 nm. 

L '  aspect  des p i lof i l s  de c:es gradici i ts  confirrna que l e s  

p a r t i c u 1 . e ~  en s~ispensioii  sont  t r P s  d i f f é r e n t e s .  Rn e£Pet ,  on observe 

un p i c  d ~ d i s  l e  gradient ,  f a i t  à pcir'ïir de l a  suspension des p i l i  de 

l a  souche I!fr. Cc  p i c  englobe Les f r a c t i o n s  7 ,  8, 9 ,  10, I I  e t  12 

avec un ~~~~~~~m dans l a  f r a c t i o n  10. P a r  c o c t r e ,  l a  suspension de 

- 
p i l i  i s o l e s  de l a  bac té r i e  F ne con t i en t  aucun ma té r i e l  a b s c r b a t  

l e s  rayons u . l t r av io le t s .  Il f a u t  Doter que l e s  deux souches ont é t é  

c u l t i v é e s  dans l e s  mêmes condit iol is  d'anaérobiose de température e t  

sans a o i t a t i o n  e t  que l r e x t r a c t i o n  des p i l i  a é t é  f a i t e  para l lè lement ,  

La d i f fcrencc  d ' s spec t  des p r o f i l s  ùc g rad ien t s  ne peut donc pas être- 

imputée aux condi t ions  de cultu.re ou d f e x t r a c t i o n  des p i l i ,  inais d o i t  

v r a i  sernblablenent correspondre à l a  pr16sence de p i l i  p a r t i c u l i e r s  

provenant de l a  bac té r i e  !I.Cr ( f r a c t i o n s  7 ,  6, 3, 10, 11 c t  12). 

Nos r é s u l t a t s  sont  app;b?arsn?nt d-lfférsn t s  de ceux de i,iEIiDT 

e t  c o l l .  ( 9 0 )  qui ont  montré des p r o f i l s  de gradient  de sacc2iarose 

de F -p i l i  présentant  de nombreux p ics .  Ceci peut s lexpl iq i ic r  p a r  l a  

d i f f é rence  de tcc l i r i iq~~e u t i l i s é e  ; en e f f e t ,  :i;Ll!DS e t  c o l l ,  , cuitisren'i 

E ,  c o l i  P/r en agitntj-on d ~ x r m t  Ct heures e t  u t i l i s e n t  d i rec tcnei l t  T E S  

p i l i  p résen t s  dans l e  surnagernt de l a  culhn-e.  Par  a i l l e u r s ,  l e s  

F--pi l i  sont  dé-oosés 5 l a  sur face  d'un gradient  de s a c c h a ~ ~ o s e  e t  souinis 

une c e n t r i f u g a t i o n  dc 9 heures. 





])ans n o t r e  tech ique ,  !.es cel-lul-es sont  c u l t i v h e s  e n  a ï~aé rob iose  

s ans  ag i tn t i o r i ,  ce qui  doiznc d e s  F-pili. de ~ ~ n n d e  1on~;-t:cur, corr~ile on peut  

l e  c o n s t a t e r  au microscope 6 le~t r ro i i iq l .~e ,  Apriis avoir  éi.5 soumis Z:IU chocs 

hydroclj7;iarr,iqires, l e s  :;'-pili oiît c ~ r i s e r v 6  uiic t a i l l e  i ~ r i ? o r t . a ~ t e ,  l e u r  

a spec t  est lzor:ioçCine cl- c e l a  exp l ique  l ' o b t c n î i o n  d'iuii s e u l  p i c .  

Cependai-,  c e t t e  tecljrlique e s t  encore irnp?xf a i  t e  c a r ,  

l o r sque  l 'on observe les  d i f f k r e n t c s  f r a c t i o n s  des  g r a d i e n t s  au 

m i  croscopc é l e c  troii ique, oii t rouve tou jours  des p i l i  noil sexuel. s e t  

des  flage!.les au vois inage  des  F-pi1.i. 

I\$ous avons donc e n t r e p r i s  de pu.rii'ier l a  suspensio!i de p i l i  

i s o l é s  de b a c t é r i e s  mdles, dzns l e  bu t  de s5.tuer l e  p l u s  exactej;icn'L- 

p o s s i b l e  1.a zone du g r a d i m t  qu i  c o n t i e n t  une propor t i on  import'mte . 

de F -p i l i  p a r  r a p p o r t  ZJX a x t r e s  f imbr iae .  

3)  l>Lirification des p i l i  -- ---- 

D a i s  l e  cilapi t r e  précédent ,  : ~ o u ~  avons & c r i  t 1 a t c c b ~ i <  qv,e 

dlobter î t ioi i  de s  p i l i  e t  nos p r e r i e r s  e s s a i s  de Erac t io : i i î c i~ i i t .  Il  

é t a i t  nbces sa i r e  de me t t r e  au p o i n t  une technique p l u s  61aSorée, de 

îaqon à obtcni.r  cles I?-pi l i  c i é b a r n s s é s  de l a  p l u p a r t  d e s  a u t r e s  f i ~ 3 r i a e .  

Cela  nous a mené  à ~j t l ler les 1:-pili d a i s  l e s  g rad ie i î t s  

d'uiic faqoa spéc i f i que ,  c ' e s t  2 d i r e  par  I n  p r o p r i é t e  q u ' a  l e  phace F2 

de s ' adsorber  su r  l e s  17-pili. Pu i s ,  en te il?^^^ conpte d~ r c s u l t a t ,  de 



modifier l e s  procéclts d 'ul t racei i t r l fv.gat ion.  

Dans c e  chepi  t r e ,  noir-. ve r rons  donc successivcmelit  : 

- L ' é tude  alu microscope é l e c t r o n i q u e  de d i f f é r c i l t e s  f r a c t i - o n s  des  

g r a d i e n t s  aprGs add i t i on  de 6h~:;es  £2. 

- La radj .onct ivi4ik des  d i f f é r e n t e s  Çrac:tioils ;!près adso rp t ion  su r  l e s  

F-pilj. de phages f2 nmqués  au phospliore 32. 

- Le con;portcnent en yradiei i t  de saccharose d?une  sixspc:îsiotl de p i l i  

soumise A 1' a c t i o n  du phage f2 a v m t  de l a  p l  a ce r  sur l e  g r a d i e n t  p m  

r a p p o r t  à une so.çpension ide i l t ique  sais p!iage î 2 .  IJous cspéroi ls  de 

c e t  t e  façon  modif ier  çpéc i f  iquencnt  l e  c c c f î i c i e n t  de s6dimentat ion 

des  E'-pilj.. 

- Enf in ,  nous &tud ie rons  l a  suspension de p i l i  en  g r a d i e n t  de ch lo ru re  

de césium. 

1) 1~Iodi.ficat.lon de l a  technique d'extractior-,  des  p i l i  ---- -_----_---- ----- -----.- -------- ----.-- ------------- 

Le c u l o t  obteeu a p r è s  l a  centrir"tigatio:l de 1 11 à 4O.OCiO g 

d o i t  ê t re  remis  en  suspension pour ê t r e  déposé à l a  s u r f a c e  d;i. g r a d i e n t  

de saccha-ose.  Son honogénéisa-tioi~ dcmmde des  p i p c t  tdges  v i o l c n t s  qui. 

son t  s u s c e p t i b l e s  cle cli l t6riorer Ics  ?-pi1.i. D 2 . n ~  Le bu t  d 'ob tc i î i r  12 

susper?sioil de p i l i  drui?e mzni2re p l u s  douce, nous avoils recplzci .  1.2 

ce i i t r iPL~gs t lo i i  de 1 h A 40.00~ g par  une centrifugation de 45 min A 

74.000 g ( r o t o r  S:; 25-1). Pudr cela, nous avons dépose le sur:~~?çec,n1 



- 2 -2 70 p. 100 d&?s 1.e tampon Tris 10 1 C 1 O FI pH 7,2. Après c e n t r i -  

fuga t ion ,  l a  bande opaque s i t u é e  à l a  sur fzce  du cou.ssin de çaccharose 

e s t  pr6lev6e e t  d i a lysée  ptnndnrlt ufie 1i:ii.t d 4-G°C. La sol.ution e s t  

e n s u i t e  concentrce con t r e  du. polyéthylène g lyco l  6000. 

2)  Détern ina t ion  de l a  p o s i t i o n  des F-pi l i  d a s  ------.-------------------------------------- 
l e s  g rad ien t s  de s a c c h u o s e  
-----------,----------------- 

a )  Etude en  r:~icroçcopie 6I.cctroni que aprCc a d d i t i o n  - - - - - - - - - - - - -  - - - - - - - - - - - - -  - 
de p1iar;cs ï"2 - -  - - - -  

a) En g rad ien t  20 p.100'-  70 p.lOO 

Le ma té r i e l  à é t u d i e r  e s t  deposé à l a  sur fuce  de t r o i s  

g r a d i e n t s  formss à p a r t i r  de s o l u t i o n s  de saccharose 20 p.lC0 e t  

70 p. 100. Les graùiei i tç  son t  soumis A u:ne ce l ? t r i fug? t io i  de 111 JO à 

74.000 g, fractionnés, piiis l e s  deinsitks opt iques  sont  l u e s  à 260 

e t  280 nn, Ces r é s u l t a t s  son t  réunis d .a i s  l e  t ab l e su  VIS: e t  svx 
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Ehrde dlur:c suspension c?e p i 1 1  S r*>?ss d%~:c. cillture c-ellulec; ;!Er 
en qrûdîe.nt  de s;:cck:arose 20 p,î '30 -- 70 ?, le0 



Les p r o S i l s  de ces grndieni-s xox t r c n t  qua t r e  zones bien 

d is t inc tees  fcrrr,ées cios tuùcs  1 à 6, 7 A 10, 11 c t  1 2  e t  c h  clàlot. 

Les tubes corrcspoi:cl= L à chaque zone s o n t  ~ 1 6 1 m g é s .  J,a suspension 

e s t  d i a l y s c e ,  c o ~ i c e n t r ~ e ,  p u i s  illise ea C O - t r c t  avec des pliages f2. 

Les prépara7ions cci lcr&cs,  selon I~:IS::!I~:!?, sont  examinBes au nicl>osrope 

é l e c  tronic1u.e. 

Siir l a  pl1oi.o n o  21 qui corrcspoild à l a  p a r t i e  i n f e r i e u r e  

du gradient, nous avons observS quclqv.cç r - p i l i  s u r  l e s q u e l s  des  

phages f ?  sont  venus s ' adso rbe r ,  A c ô t é  de ceux-ci ,  on r e t rouve  des  

fragments  de f l a g e l l e s .  L a  p a r t i e  n : t d i a ~ c  ( t ~ b e s  7 2. 10) q-di correspond 

ai* p i c ,  c o n t i e n t  des  I ' -p i l i  eii qu?n t j - té  ne'itcinent p l u s  i ~ ; > o r t m t e  

(photo no  23) .  La p m t i e  çixp6rieure dg griicliciit p rbscnte  En aspec t  

semblable d 12 zoiie i x f é r i e u r e  (photo no 22) .  Qua?l. au c u l o t ,  il 

c o n t i e n t  égalernent quelques F'-pili ,  mais il e s t  s u r t o u t  c o n s t i t u é  

de d é b r i s  bac t é r i ens  e t  de longs  f l a g e l l e s .  

Les F - p i l i  s e  t rouvent  doi~c en  qtl.anli t é  p i u s  i n p o r ~ a n t e  

dais l a  zoae rnédiaze du g ~ a d i e n t ,  zoiîe co r~csponda i î t  au p i c .  

Dnu\.s l c  but d ' é t u d i e r  dtv:m rnaniC~e p l u s  prCcise Ir?. p o s i t i o n  

des  F - p i l i  d a i s  v.n grz.di.er,t de saccl?mosc, 11ou.s avons ~ l t i l i s é  des  

g r a d i e n t s  10 p. 100 - 50 p.  100, a f i n  d ' é l a r g i r  l e  p i c ,  Ces concenÎ~ra t ions  

eil saccharose pernc t l . e i i t d t  o b t e x i r  dc?iis l e  g r a d i e n t  10 p.  100 - ->O p. 109, 

l l enscmble  du. p i c  observé dans le cjr,:dieilt 20 y ,  100 - 70 p. 100. 



Bas Haut 

Figure 4 

Tube 1 : F - p i l i  pcv. nom1)reinx sous  forme d e  p e t i t s  frc'grnentc. 

'ILrbe 2 : F - r i l i  p l u s  nombreus e t  p l u s  l û i r 2 ç .  

T ~ b e  3 : F-pibi  noxbreux.  L a  r i i ~ j o r i t é  ri@ ceux-c i  so:it t r é s  lo~igc; .  

Trabe 4 : F - p i l l  tplès nombreux +ga lenent  c t  trCs longs.  

Tube 5 : Y-pi l i  t r b s  nombrtux e t  tres long%. 

Tube G : F - p i J i  de moins en mojilç norntrîux. 

Tube 7 : Feu de F - p i l i  v a s  sur u*lc c~ril1.c) 

Tube 8 : F - p i l i  t r è s  peu nonibreux t r è s  d i f î i c i l c s  d t r o u v e r .  

Tube 9 : P l u s  aucun F-pi luç .  

Tube 50 : p l u s  aucun F-p i lus ,  

~ u l o t  : l'rkscnce de F - p i l i  q u i  son t  accroc:16s A des (14brj.s de Sactéries, 



La siiçpensioil de p j . l i  isolé!; dlv.:ie soii.cil.c 11f.r T'ly e s t p l z c E - e  

s u r  un g r a d i e n t  10 p .  ÎOO - 50 p. 700. Aprits 3 I?eu.res de cciltri.,ctigati.oii à 

74.300 ç, 3 . c ~  fractions son t  r e c u c i l . l i e ç  e t  1-u.es comme d.6crj.t p r@ci tc le r~~ent .  

C1.1aquz f r a c t i o n  e s t  cx;tlniniie ;iu microscope 4lcctroni.cy.i~ nprCs 

addi . t ion de phages f 2  e t  c o l o r a t i o n .  iiov.s avons est-iiné l e  i7os;bre des  

F - p i l i  p r é s e n t s  par  n ~ ~ ~ i & r a t i . o i l  d e s  p i l i  su r  les,qu.els le.; phages é t s i e n t  

f i x c s .  ??ou.s avons o b t c i ? ~  l e s  r é s u . l t a t s  por . t&s s u r  1,3 £ i p ? r e  4 pâge 79. 

- Co:~cl:~~sioï~ 

L 'oDserv;lti.on d i r e c t e  des diï" l6rentes  f r a c  t i o z ç  en prbseïicc 

cle pharjes f 2  110~s a permis  de si.t-uer l a  pl.us y rz ide  p a ~ t i e  des F-p i l i  

dans l e s  tubes  3, 4 e t  I j  din grad ie i i t  de sacchmose  10 p.lGC) - 50 p. 100. 

k:algré t o u t l e  s o i n  que n o ~ ç  avorls appor té  a l a riciinr5ratio'l 

des F - p i l i ,  le r é s v . l t a t c , x e  nou:;dciiz/iolîs k i  ?le peut  pas  e t r e  considérir 

corne  uii r é s u l - t a t  p a n t i t a t i f ,  En e z f e t ,  i e ç  Y-pili. e t  ].es. pliages sont: 

des  particixl.es t r è s  p e t i t e s  e t  i:ous devo?zs t r a v a i l l e r  c@iisi:;~nment des  

gross i ssements  isrpor t u n t s ,  ce qui i n p l i q u e  des  causes  ci' c r reu-rs .  

11 est cepê l idmt  cert1ai.n. q u ' i l  y a v a  décalage e n t r e  l e  

soxLiiet de l a  courbe de l a  denç i t6  op t iqze  e t  ce1.l-e de l a  courbe de nu.n!Cz'a'cio~:. 

des  F -p i l i .  731 ~ : f f e t - ,  l e s  F - p i l i  s6d i l ; ; e~ t en t  dails l e s  fracti.c;izs se 

situai1.t u.11 ou deux Tubes plins bas que c c l - l e s  pi~5sciit,llr.it lc ncv.i-mo.m dr' 

d e n s i t é  op t ique ,  



Mi.11 dc posséder des donii6es a u s n t i t a t i v c s  s u r  la p o s i t i o n  

des 1 ' - p i l i  d m s  l e  çradieri t ,  ilovs avons ix t i l i s é  ur.e techi ique  îai s m t  

i n t e r v e n i r  du phage 1'2 marqué su phoçphorc 32. 

L a  suspensioli de p i l i  i s o l é s  de 3.5. souche Hfr Thy e s t  

p lacée  à l a  sur face  d'un g rad iec t  de sacchxrose 10 p.  100 - 50 p.700, 

p u i s  cent r i fugée .  Les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  sont  prélevées e t  l evr  

d e n s i t é  épptiqr~e 1v.c A 260 e t  280 nm (?'ableau. VIII) . 

Densitks opt iques des d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s .  Gradient 

10 p,IGO - 50 p.100 



Chc?q?!c f r a c  t iori  c s t  alor:; ni:i.se ei.1 prcseace  de plitiges f 2  n:~ci;<:s 
n ci 
-7 r 

~ î t l  1' se lon  la tec! . f i l lql~~ S I X ~ V ~ I I ~ ~  : 

A O, lj rnl .  de chsqizr-: f razt ic) i l ,  on z j o u t c  irnc gou t t c  de c h l o ~ i t r e  

 cl^ c:alçiunr O, 5 131 pendziit 10 inin ci1 a ~ i t ; l t i o ! ~  21 3 7 O V  p u i s  0 ,  1 fiil de p i i ~ : y ~ i ;  

£2 ri1.arqu6cp pe~iii;!:~L 213 m i n  A 7 7 O C  sails ;?s i ta- t ioi i ,  'I,c voli~fiie di+ c l î a q e  

tube e s t  porr-é à 4 i n 1  avec ciu tafilpou ?~1:is> p u i s  ce::trifugé 1 heure à 

18.000 tou.rs,/li.ifi. ~c cu. lot  obtenu e s t  lava par  (; ni1 d ~ i  marne i:;ui~pon, 

p u i s  cent . r i fug6 6 ~ 1 z  l e s  memes cond i t i ons .  L e  cul.of est  r e p r i s  par  

0 , 2  m l  ùe tampon, 0 , l  m l  de l a  çuc;pe!?çio~? oS.:eï?;ae e s t  d6posé sur 

uii f i l t r e  qv.i est si-ch6 aux rayorlr in f ra - rouges .  Lc î i i t r e  es;: por t6  

dans un E l n c ~ i l  cci- i te i ia~t  10 m l  de l i q u i c i , ~  s c i ~ i t i l ~ ; : ! ~ t ,  p u i s  sa rad io-  

a c t i v i t é  es t  Cu;h.\:.ée al: cooc!pieur & scjnt i l .1  a t i o n  Iiqi.iide. t ~ m ç  2,vons 

obteiw. le:; r é s u l . t n t s s , ~ i v ~ i t : s  ('l'able'zi 1%) : 

~ a d i . o a c  t i v i  t6 des d i f f 6 i e ~ ! t ~ ~  f r a c  t i . ~ ; l s ,  e>:pri.rr,ée en coups p z ?  ~:lin 
pov.13 0,25 ml dc i 'rr^ctio2s e t  poüi  O,G5 rii:L de plîagcs 

f 2  mmqu.5~. 

Sur I n  f i g u r e  S nous avoi-iç r ep r6sen té  l e s  dînsites op t iques  

dc s d i f P é r c r ~ ~ e  s L'I.-L~c tio:cic;, i:j.i.lsj. que 1 . c ~ ~  radioec t i v i  té due A I ' zdsorp hici; 



Coxrbeç ck I n  dens i  te o 7 t i j u e  (DO) ( ) des  di^cf$rc!ii:es îr::ciianç 
I.7.c 2 : ; 0  23 et de Ici:rr r ad ioac ; r i7q i t5  (- ---) diie 1tndçorp t i o j l  22 
p1;acc s fz f i i ~ ~ . ( ~ i ~ ~ - ; ~  



LL: tecli!l iquc LI t i l i  s a n i  u:le svspc!ir,lon de p l i~scs  f2 nz-r.rqini.3 

,-u 3 2 ~  ilovç ,: cmifjr :~G Ics r é su l t a t c ;  oL\ie::u~ d 1 t ~ b s e r ~ ù t i ~ n  d i r c c t c  

au nicroscope 61 ec t rov~ique .  

Ce? r é s i l l t c , t s  s e  sont  rt'vi. i 6 s  reprod1:llctibles. 3?ms nos 

condi t iof l s  errpL'rin~ent;tl es, l a  SuspCil ;j  02 de p i  L j  e s t  t r 6 s  r ic l le  eri 

P - p ~ l i .  Les 1:-pili son t  s i t u k s  dcms l e s  f r  ac t io i i s  3,4 e t  S d'un 

g r a d i e n t  de de-isitC de ~; ,xch; l rosc 10 p. 100 - 50 p ,  100. L e  p i c  a b s o r b m t  

for tement  260 fin, n ' e s t  pas  composé uiiiqucmcnt clc F-pil5,  niais il 

cont ie f i t  égnlecient dP m i r e s  particules. l!ous avons dès l o r s  t e n t é  de 

@act ionner  c e  p i c  dsùzs l e  bu t  d tob ten i lx  une suspension pure de F - p i l i .  

3) Essais de diÇf é r e n t e s  methodes de fracti.oilncment- ----------------------.--------.--------------------- 

Nous avons t o u t  d 'abord t e n t é  de modif ier  çpécifiqu.ement 

l a  d e n s i t e  des  F -p i l i  p m  r appor t  a ~ a x  autres p i l i .  P9ii.r cc.12, la 

sLaspension de p i l j  cs tadddi t ionn&e cln phacjcs f% ;rv;mt l a  cei?lrir^ug;it.loii 

en g rad ien t  de saccharose. 

Ce t Le né thode ne dor,n;i=it p a s  une s i p a r a t i o n  s u f f i  sait(?, 1 1 ~ ~ s  

w o n s  ensui  t e  essaye  d ' ob ten i r  l e s  F-pi1 i e n  soumettalit l a  suspension 

cle pi1.i à une ccntriSv.gation en cl11 o m r c  de c4siuni. 



a) Etrr:i.c rle 1 ~ 1  çusi-?cnsioi? ils pj.1.; ~ d < i i ~ o r ; i ~ & ~  - - .- - - - - - - -- - - - -. - - .* - __ - _ 
de phayec; f2 - - + - . . - - -  

La sur,pel?sion df: pi li it;c,:l.c:s iiv::.ile soucl:c 1I.r T!iy c3.t d i v i s &  

eil d-eus p a r t i e s  A e t  B de 3 ni1 cl;;:cia:ic, 

'2 3.a p,mt:ie A, oil ajo:?te t:rie 3ov.ttc de ch l .o~ i i r c  de c s l c i ~ t m  

0 , 5  1.1 pcnda.?t 10  mi.^ A ?7OC erl acit2.t.i.o!z, pilis Î ni1  d'une suçpc;isioz 

O 
de phages E2 dans c h  1nj.1.i.e~ cl? Lu.ria t i i - r x i t  3 , S  x 10- C'FIS/EI p c ~ l d a l t  

20 min à 37OC sans a g i t a t i o n .  

La p a r t i e  B est t r a i t é e  rtc l n  &ne E a ~ o n ,  mais l e  ph:a.gc 
Q -2 

e s t  renplacb  p ~ i r  du tm.pon Dis ~ o - ~ I ~ !  C121ig 10 N pli 7,2. 

Lc  troisiènie 6chantil.Xon C e s t  coli";t i tué de 3 ml du ~a$r,~e 

tar;îno~i e t  de 1 rfll de l a  su-c-ipezzsior, du i:iE;:ic? p i i ~ g e  . 
Ces r;olutions sont  dCpor,&es A l a  su r f ace  c'ie t r o i s  51-2iei-its 

formes à pa r t j - r  Ge s o l u t i o n s  cle sacch~i rosc  ? G  p.?OO ..- 50 p,lOf! c~ 

soumises à u3e c e i i t r i f i ~ g a t i o n  de 3 ileu.res à 74.000 g ( r o t o r  ST.1 25-11, 

Les d e n s i t é s  op t iques  des  di£f&rciite:; îr ; :ctions 2.u-es 2 

260 lin e t  230 i?m, son t  p o r t é e s  d;.uis 1-e tab leau  X. 

I.To~1.s obçervolzs sur  1a f i g u r e  6 que 3.cs tr'oris p r o f i l ç  s o n t  

d i f fc" ren ts .  Dans ?-'en:;ernble, l e  p i c  c o r r e s p o n d a ~ t  A 12  pr~&p~wut.i~oil  i, 

( p i x i  + pliages f2) e s t  p l u s  a p l a t i  qu.c c e l u i  cor respondant  5 la 

prépa ra t ion  B ( p i i i  seuls), 

Les F-pi1.i p r é s e n t s  dans l a  prépi i rat ion A scjlzt: phrs  dispcrr-Etc;, 

cl1 p a r t i c u l i e r  l e  c u l o t  a une de i ;~ i . té  opt ique p1v.ç l - lqor t?n te  ( dc 
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mrlSit6S o?",~tieS l u e s  h 2/10 rin dcs difrerci: :-es f r a c t i o n s  p a d i ~ n t ~  
2i;i . t~ p ' . r t i r  des p ~ - C p c i - ~ t i ~ ? ~ l ~  !;II j ~ ù ~ i j - e ç  : 



Lr ; iug r ; ; . en t~~ t io  dc de:isi.t6 opfi.quc cn:lstcitée d a i s  les. qucl.tre 

prer i ierç  t u b e s  Clil gr;?dient de la prCpaznat?.~!; P, e t  c i i : i ;~  l e  c u l o t ,  

. . correspond v~~ari.scmblal;ieineï~ t 5 urle ~u.gr:io? t z t i o n  de l a  deiisi t é  des i?-p17i 

due à 1.s f i.>:;icion drlL p h i q e  f 2. 

Si l ' c l i s c - ~ b l e  du p i c  de S n  préparat: '~ûn B é t a i t  con.s t i lx6 

e11tièrei:icuit de P - p i l i ,  1.c p i c  A d-cvsait avoi r  e>:actcnicnt lu rn%n:e 

fol-nie et d e v r a i t  S t re  dGcal.6 v e r s  l e  fond du ç r a d i e n t .  O r  il ii'eri 

est- r i e n ,  l e  p i c  r e s t e  s i t u &  dans l e  tube 5 po1.11- l e s  d ~ ? i * ~  p l ~ & p m a l i i ~ > i i ~ .  

Ce l a  sugcjère que l a  p m t i e  ciroite du. p i c  cantieii?: au.trc chose q ~ i c  des  

F -~p i l i . ,  pu.i:;qu'il ri"/ a aucune r6ac t io i i  vis--A-vis du phc:cje f2. 

L' absorp t ion  impor tai-te des .Fr?.~.c.i:ions corrc  s ~ o n c ' a ~ ?  t au I-iau t 

des gra?.ierits des ~ r 6 p ~ r a t i o i i ç  l? e t  C, cor3~eçpond 3 I.'ril>çorp tio;i Cui au 

mil i eu  de L.u.ria dails l e q u e l  se  trouverit l e s  ph;lgeç 1 2 .  

L'ciddition de phages fS a v m t  l a  s6dimentati.o~ en gr:idieni: 

de çaccharo-;e, perrne t <ie coi?firr;!ei9 que le pi.c absoi;Baxt A 260 i l i i i  ii't7s.t 

pas  fo rné  exc lus ive~aznt  de P - p i l i .  Nous retroinvons ].es r6s:-1Lt;ltç 

obte:ius pr6cCdec:cieii-t p a r  exai-t!eii d i r e c t  en ii!i.crcscopic ~:l.cctro:îic,v.cc..q~i. etr 

a p r è s  addi tioiz de plic23eç f 2 r;i,?rq~iS 3, 



b) 3 s s z . i ~  de frac tionncnl.?nt ~~1.r g r a d i e n t  - - -. - - .- -- - - -- -. -- - - - - - - - 
cic cl i iorure dc c6çiur.1 
- . - - - -  - - - - - - - -  

D a i _ ~  ~ Y I  t i ~ b e  à ccutr i fucjer  de 3 mi., on d i s sou t  0, i g de 

c' i~l.orure de c&çi.urn d&ls 2 mi d'une S - G S ~ S ~ S ~ O ~  clc pi1.i i s o l 6 s  c!'une 

cul. t u r c  de c e l l u l e s  Iifr S1iy. Le vol.ur,ie est complt'i te 2 3 ml am: & l i ? i ~ ~ : . c  

dc: p;t."affir:e. T,c tube e s t  cen t r i fugi :  A 100,000 s peiid'mt 15 heures  ci? 

uti . l isaxït  l e  r o t o r  S'iT G Y .  

Le g r a d i e n t  e s t  vi lsui te  f rac t io ï îné  pa r  l e  foiid clu. ~ u b e  à 

rais011 de qu':i:re goLittes par  f r a c  t i s n  en r é a l i s m  lt une p re s s ion  

coi1tr616e a l a  ]??z t i e  supéric?ure du g r a d i e n t  pcr  j k i  j ecl  ion d' inl i le  

de pzraffi.rie. Ciiaq~1.e f r ac t io r ,  e s t  cliluée d a i s  2 l i i l  de tanipoi?. 

Après üclsorpt ioi~ du. p1i;:gc f2 ~ii.~?~'cjué ;*il phsçpl!ore 32, sel011 

32 
l a  tecl;niq.~.e d é c r i t e  pr&ci.dfimn.?nt, l a  r a 1 i o c t ~ i :  P de chcr;ue 

f.racti.on e s t  mêsinrc'e au corrqteirr à : ; c ln t iZla t ion  (Ta.bleaix X I  ) . 
3v.r l a  f i p r e  7 nous avoins t r ac6  l a  cou-rbe dc dcusi t i :  

optique e t  celle de l a  r a d i o z c t i v i t 6  due A I1adr;oi-ptiori d-s pha~f::; f2 

r ' ixq~lé S. 

Sur l a  courbe de riensite op t ique ,  on c o n s t a t c  que 1.e 

rnatrltriel z b ç o ~ ~ b ~ x ~ t  à 260 nn s e  trouvc dans l e s  f r a c t i o n s  sC3i.inei~tzit 

l e  p l i l s  rapidtrwii t  (frcictioiiç 1 ,  2 e t  3 ) ,  a i n s i  c;uc d a i s  1 ci î rac t j -on  9 ,  

Ce p r o c i l  rn0liiy.c que l a  teci?r,iclv.e de c e i ? t r i f u . ~ n t i o n  e s t  cc::ve~:,:ble, P . x  

Coi:trc, si oii exirriine l ti r a d i o a c t i ÿ j  tt' des di f f iir.cntes îrzc:t -jo:ls ~prè: ;  
?? ,- 

adsorpt ion du phage f2 ''P on slopcrr;oi. t  G cci.1.e-ci s e  6 de 

Fason t r è s  ii?hoc:ogéile s e lon  qua t re  p i c s .  
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E h i d s  des F . -p i l i  i s o l 6 ç  dSuuize çouc;ie EFil marquée à la tityniine t r l t i@e  en 
grar l ien t  dc clil w . r e  de c6:;iurii. 



Dan:; nos coïidi t i o n s  ex;;ér.:i ~$>::nt;i3.es, c e  p r o f i l  de r ad ioac  tivi-tri: 

- .. e s t  v a r i a h l e  dfii:ze ~j:p&ri.c:îce à 3.' m t r c .  iious pouvoiis i n t e r p r é t e r  ce 

phénor;12iîe de c1ci.1~ n m i i i r e s  : 

- Ou bien :les F--pili soiit î ract j .onn6s ;lu c o u r s  de l a  s&di.~nci:- 

t z t i o i i  çn ch:.oyurc de ci ls iun ; cela  n'expl-ique cependui t  pas pourquoi i . l s  

se r é p x t i s ç e n t  en p1.usiev.r~ p i c s ,  

- Cï7. bien l e  s e j o u r  dans l e  ch lo ru re  de césium a n o d i f i é  

le izrs  psoprii l  t é s  d' adsorpt ioi i  p a r  Ic: plinge. 

Ce t t e  tecIîliiqv.e t e l l e  q7j.e i1ov.s 1 'avons d é c r i  te s ' e s t  donc 

r6vé l ée  iilv.ti1i.sabl.e pour 1.a sépzr; l t lon des  F - p i l i .  

- Discussion 
-A--- 

Les procéd6 '; dc sCpcratS.o:i de s  F-pi . l i  que nous 3VOilS  t i~ i~pl~q ' i -  s 

ne  nous on t  pas  percis de sépa re r  pzr fa i tement  les  F-p i l i  des a u t r e s  

f imbr iae ,  en p a r t . l c u l i e r  l e s  F- -p i l i  p r é s e n t s  dans l e  tube G, L a  

questioui qv,e l 'or?  peut  sc poser  e s t  de savo i r  à quoi cor;-cspoiid le 

matéciel  cont-ènu da2s c e t t e  f r a c t i o n  qui  n t  aclçorbe pas  It:s phacjcc; f '2.  

D a ~ i s  110s premiel-s e s s a i s ,  l o r sque  izoix.~ avons corrpn;,aré l e s  

px30fi ls .  des grcidienYs dc sacc2 i~~rose  20 p. lOC - 7 0  p. 130 eri-ectirés 

avec l e s  pi1.i i s o l é s  à p'xr-tir de ù, ic t6r icç  I i f r  arec ceu.:< de b a c t é r i e s  

- 
12 ( f i g u r e  L?), nous ;ivoiis t r o ~ ~ v i -  i2i1 p i c  i~i;dost<?iit c ~ i c z  IC 17i21e, 5cl.1. 

n l v e w  des  _fv~?e t ions  3, 10 e t  1 1  e t  zdcian p i c  c1:ez I n  i e ~ i l ? ~ e .  li:oirs 

en avons c o i ~ c l u  q:Je l e  p i c  correc;poi?clzi.t v r i ? i s e m ù l a l ~ ~ e n c ~ ~ ~ 1 :  m.:,: P - - p i l i e  



Pz,r 1.a s u i t e ,  iïoils avoilç i:i.u.dit l e s  s~aspensj.onc; cle 18'-pi.li 

en gradjet", ddrt sccch;?roçe 10 p .  7 C 0  -. 50 p. 1SC) c t  montré que :].a p a r t i c  

de cc  p i c  s & c d i ~ n ë n t a ~ l  I c  x i o i ~ c ;  rq?idciriniît, r~~aclçorbe pas  l e s  pi:;iges 

î% ( 2  igure  5) , L e  ~iacixi!i~ii.i.i d' adso rp t i  ijn s e  ~ ; i . i ~ ~ i . ! ~ i  nt?tl:erir:~1t: ::LI CI~SSOI,.C, 

ciE rril.sxi~r,~iin clc 17 de:isit6 opt ique  Ir ic  2 250 :lm, 

An cou-rs d' expbrieiîce s ul -5éri.eures ( . ~ i . ~ .  13 p. 1 I l )  noas avorrs 

observé u.n p i c  f a i b l e  au p.iveau du t~abe  G dails ].es graclie!îts ot'semas 

ri p a r t i r  de çuspexsioiîs (le p i l i  i s o l é s  dc c u l t u r e  de b a c t é r i e s  feniel les ,  

IJoi.*ç avons t e n t é  drcxpliql:.er qüc l l e  CtaiL l a  n a t u r e  des 

p ~ ~ t i c u l c ç  çirJb,eritant à cc n i v e m .  

. idouz avoils observé au ni.croscope 6lectronic;v.e que les t u k s  

6 e t  7 des j i ; idje?i ts  de saccilarbse, *ai-ts p a r t i r .  de siaçpeiîçio2î. Oe j)?-li 

isoI6s d.e I a souche i i fr ,  coritienlient en pli1.s dc que2.qv.e~ F--plli.,  des  

anlas de d é b r i s  résu l tc in t  vraiser;iblaD:!cnci~ît d t im ùéc;.,ptqe s u p e r f i c i e l  

de l a  sur face  des b . c t é r i e s  dtî  LI "Vli.rt:isç". 

Alors  que ce  ph6iiomèfie sel:iùle s t S t r e  pr@L!~;5.t: a!,~ cours  de 

cllaque e x t r a c t i o n  dc p i l i  chez, l a  souche rr;al.e, poirr des r ü i s o ~ î s  c;ue i:c>ui- 

ignorons,  i l  selable ne pas s e  produir.e A cllaque Po i s  c).i::z l a  F-, 





A) F:t.udc du «cc; i i -p i l i  d;.:rc:i~t l e  croir,ci::eiit --.- ---- -----.----------- 

Deux kiypothèsc-s o:lt @ C C  &mises aa c,i:.jct du. r ô l e  des Y--pil..i. 

au cour s  de l a  coiiji;.;;aisoil. 

I,a l.)rc:nièrc est en  f a v e ~ r  d'uii t r a i i s f e r t  de D!iA v e r s  l a  

bac.téri.e fcmî : !  l e  p a r  3. ' int-rrrii&diai:*c~ d~. !;'-pilus de l a  b a c t + ~ + . ~  iri8le. 

J.,eç pc i r l i sms  cie l a  secoildc iiypothèse penserit cjue 1- 

croisemënt  d c h u t e r a i t  PLiY l a  r e c o n ~ i z i . c ; ç ~ ~ c e  de l a  c e l l u l e  .t'enei.le pa-r 

l a  c e l l u l e  &Le gr3ce au F-pi1v.ç. Les deux ce3.l.ules se r&pprockraic!nt  

e n s u i t e  par  r é t r ac t io r i  du F-pi.l.us d z i s  l ù  ùzct6ri .e mâle. U i i  con tac t  

in t ime sl& ta5l i . r t i j  -t a l o r s  c t l e  DIJA  LI ï;i^üle pou.rrai t ê t r e  tP&~sI"éré.  

1)  Exmen d i r e c t  d'un c r o i  çcs~ent  .-.--.------------ --------------- 

I,oïqsque l P o n  observe ap rcs  orr.l->rc.~c ~ r i  ri-oisc.i.cc:i ell"irc des 

ce1 I u l e s  E:fiS c i i l~ j .v6es  en mi l i e u  a ~ s é r o b i e  sans ag i  t a  t ~ G L L  e t  àe s  

doilt: 012 pe1J.t d<montrer l a  nalu.re pz r  ss. propr i6 t e  d t  aclscx-ber ùcs pl1. sr '; 

f 2 .  ai? d i s t i n ~ ~ i r  pc.rîaitcment l e s  c e l l u 7 e s  ]n',le5 des c e l l u l e s  fcm?lLcs, 

rn Ln e f f e t ,  1 . e ~  c e l l u l e s  Iifr obteiiv.cs ei2 ;mii?,érobivsc s a ~ s  t:gitzti-o:î 

possCdent, o x t r c  dc ].on, P - p i l i ,  de nombrcus pi.?-i non sexiiclç 

- 
(I>lioto no 24). F;J- coi i t re ,  l e s  cel.lul.es F cu.it-ivéer, c-i ~:. i i l ieu 

sont  d.épo~arv~ies de f i ~ b r i a e  i:O 23).  



Sur ].es photos il0 26, 27 e t  28, il n ' e s t  cepeild=lt pas  

- 
ce r t a in  que l e s  ce1.1v.?,rs H f r  e t  F soient  rec l l enen t  cn contact par 

- 
l t i n t e r ~ é d i a i r e  du F-piluç, car La cellule F a pu se placer par 

hasard S L X ~  i'extr^c!iiité dtun F-pilus. 

3x1 observcvnt c e s  croiçeminrs, nous avons t e i ~ t C  dst.valuer 

l e  nombre de couples r c l i 6 s  par des 11'-pili p d r  rappor t  au nombre de 

recombinants. 1,lalgré des taux de rccornbiiî~in.ts de l ' o rdre  de 60 p. 10'3, 

nous nous solmaes aperçu que l e  nombrê de cov.ples r e l i é s  p'w l e s  F--pili 

é t a i t  t r è s  f a ib l c .  Cetre constata.tion s e r a i t  a l o r s  en fatreur de l a  

deuxième hypothèse. En e f f e t ,  on peut penser que l e s  iriiages observées 

correspond.en'c au tout  dEbut de l a  con jirgaisoli et qute1?çuj_ t e ,  l e  F-pil:zs 

d i spa ra i t  ?,LI fu r  e t  n~tlsure qde l e s  deux ccl1uii-s se rapprochent  l ' t~lie 

de l ' a u t r e ,  Dals ce cas,  l e s  F-pil i  ne joueraient- quiun 1-81e épi:iod.iq~e 

au cours de l a  conjugaison, 

Cepeiidant, rlous avons é tudié  l ' a spec t  c'es F-pil i  sur COUP CI;^ 

a f in  de v o i r  s i  leur s t ruc ture  é t a i t  cornpac-ihle avec I c  txlaspart- d11. IX4iZ. 

2) Exa.len des 17-pili en rflicr nçcopi c é l ec  troniquc sur coupes 
-*--- ------- ---------- -....-----...- 

Ui1 culot  de IF-pili e s t  f i xé ,  iiichs e t  C O U . ~ ~ ,  Les coupes 

sont déposées sur grille, colarSes e t  ohscrvEcs en mlcssscosie éIect~o:i.iqve, 

t e s  photos nQ 29 e t  30 Eontrcnt leur' aspect. 



Les Y-pili. se prbsenteiit sous l a  f0rrri.t de cyl.ii~dz-es creux 

de Ciincnsions semb1;lbleç c e l l e s  d6tcï7ininées pm BRlliTûN ( 8 ) . 
O n 

Leur diarnètx-e c ç t  conpris  en t re  80 Pi e t  700 A. Il semble c'co!ic possible 

q u ' i l s  servent  au passage du DNA de i n  c e l l u l e  male vers l a  ccl2-~].le 

femelle. Ce t t c  consta ta t ic)~i  e s t  a l  o r s  en faveur tie X i i  prec,i Arc lîypoi hèsz,  

S i  2. 'on admet quc? l e  F-pilus pe1d.t: se rv i r  ail passage du l1î:A 

de l a  c e l l u l e  n2le ve rs  l a  c e l l u l e  ferrielle, au cours d'un croisement, 

il d o i t  être possible de l e  c a r ac t6 r i s e r  en l e  rnarcpait par  exeiq1.e 

à l a  thyrnine t r i t i é e .  

3) Recherche du DI'!iZ d.imç l e sF -p i l i  ----------- - ------- 
I?mquage à l a  thymine t r i t i é e  

Nous avons envisagé t r o i s  cas : 

- S i ,  l o r s  de l a  conjugaison, l e  DIJA bart6rien passe yx2 l e  

F-piluç, chez ru?: souche mâle @ t e  à conjuguer, i l  se peut  que 1'acf.de 

nucléique se trouve eligcg6 dans l e  F-pilus. II do i t  dofic Ci-rc pos s ib l .~ ,  

en marquant l e  DITr\ e t  en isc>lant l e s  F-pil i ,  de d4ccle18 uiîe r ad ioac t i v i t é  

2i l eu r  niveau, 

- Ou bien, e t  c t e s t  Ic sccond cas ,  Le DIFA ne s'engage tlcms le 

F-pilus qut x,? noment du con,+-act avec la ce l l u l e  femelle,  Ela extray,?rIî 

a l o r s  l e s  F-pil i  à p a r t i r  ciPuri cr3iser;:ent entrtl des  ceil .ulcç ~ i 3 l e s  

n~clrquées CI t des c e l l u l e s  îemclies non mLxrquées, ~ ious  devcior?s 4galcr:,c;l t 



- Enfin, on perÀt sxppaser que l e  F-pi l u s  de l a  b s c t e r i c  ?nale 

a p r è s  % t r e  e n t r é  en ooi l tact  a-~ec f a  c e l l v l e  femel le  se r é t r a c t e  e t  

permet un ac-çolecient i ritirne des  ck2il.s c e l l u l e s ,  c o n t a c t  f d c i l i t a ~ t  le 

passage  du DIJA. Dacs ce c a s ,  l es  F - p i l i  d j . s p a r a î t r a i e n t  ;;LI cou r s  c h  

c ro i sement  e t  on 11e p o u r r a i t  pas dece l e r  iic: Ir.mqua<je. 

a)  Emcie dc l a  r a d i o a c t i v i t c  des  Y-pilj. i ç o l u s  de - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - . - -  
c c l l u l e ç  IEr c u l t i v i c s  e n  préscilce d e  tiljlmini-. tritj ée - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - -  

Les bac t é r i  es salît C U . ~  t i t rées  selon l a  t e c k ~  ique 2labitv.elle 

en préseizce de 0 , 2  l ~ , ~ i / m l  de thyi:lj-ae t r i t i ée  ( ~ c t .  Sp&, 22 ~i/mi.,; 

CEA FR~VJCE). La su.spension obtenue e s t  étuciiite en g r a d i e : ~ t  de 

saccharose  e t  en g rad i en t  de c h l o r u r e  cle césium. 

Les d i f f  & r e n t e s  f r a c t i o l î s  son t  çouniS ses à 1 ? ~ c t i o n  du 

3 phage f2 rnxrq~~iié. L e  marquage zu 3 2 ~  e t  I i  e s t  appr&i:i& ,?u coaptcui. 

à s c i n t i  l l a t i o n  (tablealxx X I  e t  X I I ) .  

TA13L, EAU Xi 1 

Etude en  g r a d i e n t  de sr\cchmRose 10 p.100 - 5 G  p.100 d ' m e  suçpznsiu:1 (je 
p i l i  i s o l i ' s  df wîe çouc:he H I -  i~?arq~~.&e 2 l a  t:hynine tr i  tcike. 
La radj.oac:tivi +S t33ii e s t  exprirnbc: en LPM pour l a  f r a c  t i o a  en"c.?:rc, 
La 1-adioarti.vi"; 332~ cs-t  exprirni.e pour 0,25 ml de cha2u.e f r ac t i . on  ei- 

O, 05 r n l  de phases  f S  ma*qu&s.  



Emde en çradient de çacch~rose IV p , ? O O  - 50 p.100 dslxrzr s~spel?si .on ~ q f :  

p i l l  i ço lk s  d f w i e  souche I;fr n ia rque  à la thjmj.ile Qqit ife ,  

) Radioactivi té  due aux phages  :2 nrzqu4s fix4ç 
s u r  ].es F-pi1 i, 

i ) 1;ad ioac t iv i tC  due à ;tinzorporation de la 
th)-rnine triij:':@ dans les F - p i l i ,  



Les f i g ~ i r e s  7 (p.91) et 8 nont ren t  l e s  r f s u l t a t s  

obtenus en  graà icn  l de ch lo ru re  de césium e t  de sacc}.lùrose 10 p. 100 - 

%O p. 100. 

IITOUS 11~avons t rouvé a icun  mctrquac]e dans l e s  deux cas ,  

excepté  dans l e  c u l o t  du g r a d i e n t  de chlool'ua3e de cesikm. NOLIS pol.nvctIis 

donc d i r e  que  dans nos  c o n d i t i o n s  expérimentdles ,  nous n t avons  pas  

dece l é  deD?:k dans l e s  p i l i  e x t r a i t s  d'une cil-1-tuse de b a c t é r i e s  Hfr 

ml  t i v é c s  cn présetice de thymine tri t i é e  . 
Cependmt, à l a  vue dc c e s  r C s u l t a t s ,  on pouva i t  s e  de?nuï,der 

s i  nous n r é t i o n ç  pas  en dehors &=s l i m i t e s  de s e n s i b i l i t é  de l a  

méthode, c ' e s t  à d i r e  si l a  r a d i o a c t i v i t e  de l a  cha îne  de D M  i.nt4grée 

dans l e s  F-p i l i  é t a i t  s u f f i s a n t e  pour ê t r e  dé tec tée .  

Pour l e  savo i r ,  nous avons cherch6 p m  l e  cclbc::l l a  

r a d i o a c t i v i t é  qu i ,  théoriquerrient, s e r a i t  f i x é e  aux Y - p i l i ,  s i  dar, 

ceux-ci s e  t r o u v a i t  l e  DNA. Conçid6rant qae l e  DIIJA b ~ c i k r j c i l  a une 

longueur dgenvi?non 10OO p e t  qUfuri F-pilus f a i t  Î Q  p ÜJ. ~ililliz;.izm, 

s i  t ou te  l a  loilgue.c~r du p i l u s  e s t  occupée p a r  du DIJP,, an & o i t  y t rouver  

1/100 du marquage du D' lLTA t o t a l .  

D a i s  l e s  expér iences  représe11t i .e~ sur  l e s  f i g u r e s  7 ,  8, 3 e t  

10, l a  r t ad ioac t iv i t é  'H de l a  t o t a l i t é  des b z c t é r i e s  de l a  pr léparat ion 

a p r è s  incor.porati.on de thymine t r i t i é e  e t  de 8.330.000 CPT.?. Si  l ' o n  

cons idère  que 1/100 du DNA peut  ê t r e  engagé dans l e s  F - p i l i ,  ceux-ci 

possèdent une r ad ioac  t-ivi t:& de 83.000 Cj:î'i. 1iprÈ.s e x t r ? c t i o i ~  cles piii, 

l a  prépara t io l i  e s t  t l ivizée e-i 6 pour ê t r e  placée sur  I c s  cfiffé-cents 

gradi.entç ; chaque g rad ien t  c c n t i e n d r a i t  donc 13.800 CP11 que l f  on d o i t  

r e t rouve r  au. nivew. du p i c .  



O r ,  en aucun cas  dans l e s  expériences pr@ci  tées  ou dcu~s 

c e l l e s  qui vont ê t r e  decr i t e s ,  il n ' a  été possible  de dCcelcr au 

niveau d 'me  f r ac t i on ,  une raciioactiviré de plus  de 400 CPM. PEns 

en tenant c ~ n p t e  des pe r t e s  de p i l i  au cours de leur  préparation,  

p u i s  du îractio~znement, ce l l es -c i  ne pourraient  expliquer une t e l l e  

différence.  C'est pourquoi nous avons répé té  l 'expérience en extrayant  

l e s  p i l i  de bac té r ies  en cours de conjugaison. 

b) E t u d e  de l a  rad ioac t iv i t6  des F--pili  i s o l é s  d'un - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - -  
croise~. ,?nt  entre des c e l l u l e s  HFr msraué~s  e t  des - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
c e l l u l e s  r - non marquees - - - - - - - - - - - - -  

Nous wons cho is i  des tenps de contact  de 5 e t  15 min 

a) Techriiques de iiiarquage e t  de croisemelit employ6es 

Les c e l l u l e s  Hfr Thy ont é t é  marquées avanT e t  pendant l e  

croisement lui-n%rnc, Les c e l l u l e s  H£r Thy sont  cu l t iv6es  seloïl l a  

teclmique habi tuel le  jusqufA obteriir une dciisité opthque égale à 1, 

en présence de 0 , 2  ~ i ~ i / m l  de thymine t r i t i i l r  (,4ct. Spéc. 20 c~/FJ.; CFA 

FRANCE) , Les croiscr:ents sont e f fec tués  d.ans l e s  condi t ionç çu ivc l~~teç  : 

A 250 ~ n l  de c e s  c e l l u l e s  mcunquées, on ajoute 750 m l  d'une 

- 
culhrre  de c e l l u l e s  F de crêire ciensite optique en ?résefice cZe 0,05 ; l ~ i / l r i l  

de thymine t r i t i é e .  PPpr2s 5  nin c t  15 min de  contact ,  l e s  p i l i  sont  

ex t r a i  t s  des cu l t u~ . e s  et: pl zcés s u s  un gradient  de saccli~sose 10 p .  103 - 

50 p.IOC). 
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Sinr l e s  .figures 9 et- 10 1 0 1 ) ~  nous avorlr; t r m é  :Les 

courbes de l a  rad ioac t iv i t é  clue 1 adsorption du. pkiùr;e f 2 msrqu.6 cl: 

à l ' incorporat ion de l a  t hymine  tri t i b e  ~ & Y S  F-pi3.1 air cours de 

croisements ayant dluré 5 niin e t  15 min. 

Comc d;31s l 'expériericc précédente, l a  rctdi oac t i v i  t é  due 

à l ' incorporat ion dc thymine t r i t i f e  e s t  t r2s  fa ib le ,  C e  r és i l l t a t  

mérite dr2?tre discuté ,  ca r  il nou.s semble que t r o i s  expl icat ions  sont 

possibles.  

- On peut penser que l o r s   LW croisement, l e  DNA passe 

paxn l e  F-pilus de l a  bactér ie  mâle, mais qu'au cours de l ' ex t r ac t i on  

des p i l i ,  il se dissout  dans l e  milieu, 

- ou bien, l o r s  d0vx croisement, l e  DFJA nc passe pa.s p a r  

l e  F-pilus de l a  bactér ie  mâle e t  ce lui -c i  ne s e r t  que Zt'orgar~c de 

reconnaissance, 

- ou encore l e  F-pilus s e r t  à' oryùne de reconnaiççar;ce en t r e  

l a  bactér ie  rridle e t  femelle, puis  au tra?isfe&- t drn D:JA sc~tlernent i o r squ ' i l  

es t  r e t r a r t é  e t  que c e l l u l e s  sont accolées. 

170s. teckinique ç. cxperiircntalec; ne permet tcn t pas d r  élimj lier 

l a  premicre hypothèse, P a r  contre,  il e s t  possible de v é r i f i e r  l e s  dmx 

dernière S. 

En e f r e t ,  en  i so lan t  l e s  F-pil i  à p m t i r  de ce l lu1 .e~  HFr 

- 
e t  F eii cours de croiçemcnt, s ' i l s  ne jouent aucun rô l e ,  nous 

devons Eeç retrouver i n t a c t s  après l e  croisement. Ilai-s, p a r  contre,  

si en se r é t r a c t a n t  dms l a  ce l l u l e  i l s  p,w'ti.cipeii"c l a  r"ornxt5on df~ii ;  

pont entre  l a  c e l l u l e  xâle e t  l a  c e l l u l e  felniLle, i l s  doivent z l o r z  

dispar, l î t rc au cours du croisemeiît, 



( -$'\ 
Etiide en s r s L i c n t  de sacclinrose 10 p. ÎOO - 50  p. 100 de susyriisions i . i c r  
de p i l i  i so lés  p a r t i r  d%uli croiséi;:nnt de  3 niri (figrire y )  tsr rir; L-.J 

15 min (fi.:vre 7 ~ )  

( - R8Cio.i~ t i v i t é  c e  i Q  a d - ~ r p t i o n  du p h r g e  f 2  m&ri,va 
sur l e s  17-pila, 

( -.-.-.--) F j d i , ~ o c t i ~ i t &  mic &. l Y n c c r p o r a t i o r i  d.c tii:*;nine zri.ci8e 
nivca.1 des 17-nili ' .  



rt) Devenir des F-pi1.i cru co!lrç dturï croi.sement 
-__----___------.----------,-------.~----------*- 

i,'oUs moizs e t u d i é  l a  dans i tS  op t ique  der; d i f f é r e n t e s  

l t a d s o r ~ : t i o r i  dra phage £2 narqué s~is l e s  F -p i l i  i s o l é s  à p a r t i r  de 

b a c t e r i e s  en cours  d c  croisement  depuis  5 ,  10 e t  15 min. Lcs témoins 

- 
s o n t  c o n s t i t u & s  p a r  Xes p i l i  isolés de culttxres de b a c t 6 r i e s  lIfr et: F' . 

a) Enide dc l a  r a d i o a c t i v i t &  due à l ' a d s o r p t i o n  des phages 
- - - - - * - - - - - -  - - I I - - - - - - - - - - - . -  

f 2  marqu6ç sur l e s  pili i s o l é s  à p a r t i r  de tcctér ies  en - I - - -- - - - -. - - - - - _ - .- - - - - - - - - - - - 
cour s  de conjugaisoil 

Les r é s u l t a t s  obtenus son t  réu.nis dms l e s  tn;>leaxis >(II1 

( page I 02) e t  XIV : 

TABLEKJ XIV 

Gradient  de snccliarosc 10 p.100 - 50 p.100. Etu.de de l a  radioaccivi-i:é 

duc à Itdddsorption de pk~aces f2 r;iz~-qués sur les p i l i  isalSs d'une 

c u l t u r e  de ce lLu leç  f eme l l e s  (mêr.e lCgende que l e  

Tableau XII) 



Sur l e s  f igures  11 e t  12, nous avons porté l a  rad ioac t iv i t é  

due ;lux p t i a ~ e s  zdsorbrs sur  l e s  difi'6rentes f r ac t i ons  de gradients  de 

saccharose 10 p. 100 - 52 p. 100 sur lesquels  o n t  é t é  déposees des 

pr6parations de p i l i .  

- 
L a  f i gu re  11 concerne l e s  p i l i  i so lk s  de c e l l u l e s  F e t  

de croise~:cnts  dc 5 inin et: 15 min ; l a  f igure  12 concerne l e s  p i l i .  

i s o l é s  de c e l l u l c s  H f r  e t  d'un croisement de 10 min. Il  s ' a g i t  de 

deux expériences sücccssives ; en e f f e t ,  il n ' e s t  pas possible,  pour 

des ra isons  de matér ie l ,  de durée de centr i fugat ion e t  cle qiraxtité de 

bac té r ies  A manipuler, d 'étudier à l a  fois plus  de t r o i s  prépmations.  

Etadsorption des phages sur l e s  f r ac t i ons  provenznt des 

- 
gradients effectlzé.5 à p a r t i s  de pr&parationr; Cie p i l i  de c e l l u l e s  F' 

e s t  f a ib l e ,  e t  correspond au bru i t  de f onà de 1 'expf r ience ( rableau X I V  

e t  f igure  11). 

Les r é s u l t a t s  por tés  dans lc tableau XV qui corres?ondent 

à l a  f igure  12, montrent que l e s  p i l i  de l a  s ~ u c h e  Elr se sit-dent au 

niveau des tubes 3 e t  4. I l  f au t  noter que dans c e t t e  expérience, l e  

p ic  e s t  plxs é t a l é  ci,utI~abi'c~ellement. 



Iiau t 

Figure 11 

Courber; rnoritrcnt la f i x a t i o n  <Ic; pt:a,c 22 m,zqvF: phos,-i?,are 32 c;Ltr 

d e r  silspensiom de p i i l  i r . 0 1 6 ~  dfur:e citlti??c di cellules Pa - ( 1, 



Bas IIau L 

Ehide en gradient  de sacclixose !O p .  100 - 50 p. 100 de l ' s d so rp t i o r ,  

du phage 22  rna-qtaé au phosphore 32 sur l e s  F - p i l i  içclés d f w e  

culture de cellules H f r  ( ) et d%i croisefiznt de 10 min 

( - - -  1 



X a d ,  E: 
0 2 

+ 
tr' 

u\ .. 
a CJ 

I 
w 

a r: 
0 taJ 

O r - l  
aJ 
tn 

- O '0 
(O d 

n .,-I 



S i  on examine l e s  p ics  des F-pili  i s o l é s  après l e s  d i f fé ren t s  

temps de c ra i se~ren t ,  on consta te  que : 

1) Lc p ic  pr incipal  ( tubes  3 e t  4 chcz  18Eifr) se dhplace vers  ie 

haut du gradicnt  en fonction d ~ i  temps de croisement. L e  rnaimum 

dsadsorpti.on du phage f 2  se s i t ue  dails l e  tube 4 après 5 c in  de 

croisenent ( f igure  ' i l ) ,  dans l e s  tubes 4 ,  5 e t  6 après 10 min ( f igure  12) 

e t  dans l e s  tubes f3?6 e t  7 après 15 min (figiire 11). 

2) L'amplitude de ce  p ic  clinii.nue d u r a î t l e  croisement, mais il 

s ' é t a l e  indiquant par l à  une inho~~ogénéi té  de l a  t a i l l e  des F-pili .  

3) Gn devhxièm pic  apparziit coilçtxme:lt dans l a  p a r t i e  inféricurc 

du gradicnt  ( tube 1) , a lo r s  quv il n P y  a pratiquemznt aucunr adsorption 

du phage sur l e s  pmtj .cules sCdirnent&?t dans l e  cu lo t ,  

Ceci se ti.ouve coi~fjrrner par l'examen de Xa combe  de l a  

f i gu re  13, donnant l e s  dens i tés  optiques 2 260 n n t  des f r ac t i ons  de 

gradient  de p i l i  iso1i.s de croisements de 5 min e t  15 min (~ab l ea t l  XVI) . 
I c i  encore, on observe que 1 'é~aulement ;ru niveau du p ic  

du tube -4, qui corresponrl habituellement ;iu pic de F-pi l i  da i s  ce 

système de sédimentati.on, d6zrof.t considérablement lorsqve 1 'on 

passe d'un croiseii:enî cie 5 mil?  à un croisemenl de 15 m i i n ,  



Defisité ûptique lue à 260 r,rn ces Fractions de c;ri\dienbde sacch;xose 

10 p .  100 - 50 p. 100 9.21- L e ç q ~ e l ç  on t  Bt& déposeeç Ses ç ~ ~ ç p e n s i o n s  de 
- 

pili i so l ;z  d'une ev: i~re de ceilu2-es F ( @+----+ ), dFun croise;-cnt 

de 5 m i n  ( --- ) et c i % ~  c r o i c e ~ e a t  cie 15 min (-----) ( T t  , J i  ',.. i , , r  
-. .--.e"? 
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NOUS avons voulu expliquer l e  déplacement v e r s  l e  haut  c i ~  

g r a d i e i ~ t  e t  l ' é t a l emen t  du p i c  coxtenant ].es F-pi l i  i s o l é s  A p a r t i r  de 

b a c t é r i e s  en cours  de croisement.  

Il f a u t  d r  abord p réc i se r  que l ' e x t r a c t i o n  des p i l i  à p a r t i r  

des b a c t e r i e s  en croisement e s t  r é a l i c &  ri2 l a  meme façon qu'à p a r t i r  

d'une sailche bac tbr ienne  unique. Nous i s o l o n s  donc uriique~nent les 

F-pi l i  f i x é s  sur les c e l l u l c s  e t  non ceux pouvant s e  trouver dans 

l e  su rnage~mt  de l a  c u l t u r e .  IL e s t  donc exclu que nous mesurions 

l e s  p i l i  é l iminés  spontanément par l e s  c e l l u l e s  au cowrs du croisement.  

Selon l e s  r é s u l t a t s  de \\lEI,T3T e t  c o l l .  ( go ) en g rad ien t  oc 

saccharose, l e s  fragments de F -p i l i  s é d i m n t e n t  p l u s  lentemelit que l e s  

F-pi l i  eux--~;êrnes. En e f f e t ,  c e s  au teu r s  o n t  montré que dans un g rad ien t  

de .saccharose 20 p.lOO - 40 p.100, les  F - p i l i  sonniqués 5 min à 10 Kc 

se t rouvaient  dans l a  p a r t i e  supSrieusc du g rad ien t  au niveau d'une 

zo11e corrsspondant à me concent ra t ion  en saccharose d 'environ 25 p.100, 

a l o r s  que l e s  F -p i l i  ilon sonniqués sédimcntcnt dans une zone correc;pondarî t 

à wie concent ra t ion  en saccharose de 30 p. 100. 

Cc t t e  expérience ne nous s a t i s f a i t  cependant pas ent ièrement ,  

1. 'importance des  d6gradat ions par  sonnica t ion  é t a n t  i ~ ~ p o s s i b l e  à 

de terminer.  

Nous avons donc essay6 nous mZ?i;aes de frbagrnciiter l e s  F - p i l i  

moins v io lemel i t  qu'avec l e s  u l  traçons. Il  s' ag i s sa i  t de l e s  sounc t t r e  

à des chocs hydrodynamiqueç. Pour c e l a ,  u.nc suspension de p i l i  a é té  



sou-mise A l ' a c t i o n  du 'Vi r t i s s i '  2t 13.000 toi:.zs/i:un pendsrît 20 ,riin. Les 

courbes de densjtC optique,  a i n s i  que c e l l e s  de la rsdj .oactlvi té m e c  

OU sans l ' a c t i o n  du "Virtiss", sont supc~~posahles .  Il scmble donc que 

l e s  chocs kiydrodynmiqnec; du V i r t i z ç  ne soi.t=lît pas s u f f i s m t ç  pour 

couper l e s  F-pil i  en ,Waçrnents s ~ f f i s ~ c i l t  p e t i t s  pour que l eu r  

coef f i c ien t  de s e d i ~ ~ e n t a t i o n  ç0i.l: nodifié.  L'tarît donné l a  f r a g i l i t é  

des F-pil i ,  il apparai t  que l eu r  posi t ion d a s  un gradient  de 

saccharose ne s o i t  n~ociifiée que lo r squr  i l s  sont  t r è s  profondém2n.t. 

dégradé S. 

Nous n'avons pu en apporter l a  preuve par notre  propre 

expérimentation, mais il r e s s o r t  des expériences cle VZW!)L que l e s  

t r è s  p e t i t s  fragments de F--pil i  sfdi~nentent  rrioiiis v i t e  que l e s  

F-pil i  i n t a c t s .  

Le dép1acer:ient du p i c  ve rs  l e  haut du $radj-eL1t pourrais  

donc correspondre A une diminution importante de l a  longueur des 

F-pil i  d-~~r'mt l e  croisement. Cette diminution de t a i l l e  n t e s t  pas 

homoghe si l ' on  considère que l e s  F-pil i  commencent à s e  r é t r a c t e r  

- 
aprSs l e  prenler  contact  avec l a  c e l l u l e  F e t  que l e s  rnonv2nt-s de 

- 
contact  ei?t-re H2r et: 12 se çituciît: au hasard en t re  l l i i î ç t m t  du. 

mélange e t  6 min A 10 nzin plus  tard. 

Après 10 ri611 ou 15 min de croisem=nt, on trouvera donc 

toutes  l e s  s i t ua t i ons  intermédiaires en t r e  un contact  r6cent e t  tùl? 

contact  depuis 15 riin, On a s s i s t e  donc A la formation d'une s t r i e  d e  

F ' -p i l i  dc! t a i l l e  in f6r ieure  ûux Y.-pili in i t ia t lx .  



Pm contre, il n ' a  pas é t é  possible d t  apporter une 

expl icat ion a I. 'apparition d'un pic  da?ç ï e  tube 1 au cours du 

croiscl;!ent. 

Les ci:cUnens en mi.croscopie é1ectroniqu.e ne  no-ùs on t  pas 

permis d'y déce1.e~ de s t ruc  tu rcs  précises  su.r l e sque l les  se tro:ivcnt 

adsorbes l e s  F-pil i .  !;os coimaissances su.r l e  materiel  ç&dimeiztant à 

ce n ivem se resunient en ~GU.X poi-nts. 

- 11 s ' a g i t  de pa r t i cu l e s  relativement denses, s o i t  t r è s  

homogènes si 1 'on considère qu. ' e l l e s  çGdj.l;ientent sous forne d'une 

bande é t r o i t e  r ecue i l l i e  en une seule f rac t ion ,  s o i t  t r & s  f r ag i l e s ,  

si l ' o n  suppose que 1 'ensemble des par t i cu les  scdirnente au fond du tube, 

mais que toute p a t i c u l e  en t ran t  aa contact  du cu lo t  e s t  ùCtrui.te. 

- Ces par t i cu les  contiennent l e s  protéir*cs spéci.fiqreç de 

l 'adsorpt ion d.u pliage f2 ,  el . les sont donc formfes dc F - p i i i  t r é s  

modifiés ou de pza-ticules d'une autre  origine,  sur l esque l les  sont 

f i xée s  l e s  protéines pa r t i cu l i è r e s  aux 17--pilie 

Nous nc pouvons f a i r e  i .ci que des hypothF'ises poirr i.iîterpréter 

ces  ph&nomfnec;, ceux-ci devai t  % t r e  étudi6s par d r  au t res  rnéthoùes pour 

ê t r e  précis6s.  

ilous pensons quvaprès l e  contact  en t r e  la.  c e l l u l e  I::melle e t  

l c  F-pilus de l a  ce l l u l e  mâle, ce dernicr se r é t r a c t e  t r è s  fortelient e t  

çédimente après extract ion au. niveau des tubes 6 e t  7. IQ i s  iwrive un 

évènement que nous n t  avons pas pu dCternlner, mais qui e s t  vrniscm- 

blablencnt l i é  au contact  en t r e  l e s  cellules m3les et femelles. Cet 

évèiie~neilt rnooifie profond6n:ent l e  coef f ic ien t  de sédii~?ntati.ori des 

proté ines  des F-pili .  



CONCLUSION GEIIERA1,E -- 

Au cours de ce  t r a v a i l ,  nous avons éhid i6  dans u.ii premier 

temps, 1 'aspect  des c e l l u l e s  en c o n t a c t  au cours  de l a  conjugaison 

bactér ienne,  en microscopie e l e c t r o n i q ~ ~ e  slar coupes c t  ap rès  auto i^ '~dio-  

graphie,  dans l e  but de r econna î t r e  l e s  c e l l u l e s  de sexe opposé. IJous 

avons n~ontré des  images dc conjugaison sirr l e s q u e l l e s  un pont i n t e r -  

c e l l u l a i r e  e s t  ne t t enen t  v i s i b l e .  Cependant, nous avons observé des 

con tac t  e n t r e  des c e l l u l e s  dc mêne sexe ayant l e  mêne aspect  que des 

contac;", e n t r e  c e l l u l e s  de sexe d i f f é r e n i .  Dc c e  f a i t ,  nous nsavons 

pas pu c e r t i f i e r  que l e s  iniages observiles pa r  nouç-mgme e t  pa r  l e s  

a u t r e s  xdteurç,  correspondaient  rée l lement  à des images de conjxgaiçon, 

D a n s  la deuxièv.e p a r t i e  de ce t r a v a i l ,  nous avons é t u o i é  

l a  conjugaj.son bactbrieni-ie en  nous e f f o r ç a n t  de montrer l e  r ô l e  des 

F -p i l i  E-I..I cours  .de c e  phénomène. 

La mise au poin t  d'unie méthode d'isolement e t  de p u r i f i c a t i o n  

d e s  F-pi l i ,  nous a permis de nioiltrer que dans nos condi t-ions exp&rimentales,  

l e s  F -p i l l  i s o l é s  de bac té r i e s  Iifr, occupaient  une p o s i t i o n  cons tante  

dans un grad ien t  de d e n s i t é  de sacchwoçe.  

Bes teclrïiques dppl iqu.ées ~ L Z X  F-pj li i s o l é s  ;i p a r t i r  de 

-- 
croisements e n t r e  dcs c e l l u l e s  I I f r  e t  ~IOTAS a n è ~ e n t  à c o n c l u ~ - ~  que 

l e s  F-pi l i  dimj.nuc.nt de longu.eui. au cours  clv. croisement. Nos ri?sv.ltats 

suggèrent que l e s  1.'-pili ne jouent +'un r ô l e  épisodique au co?laç de 

1.a conjugaison en  s e ~ v a n t  ~ r r a i c m l ~ l a b l e c i ~ ? n ~ .  d' o rgmc  de recomai s s m c e  . 



Les r é s u l t a t s  que nous avoas obtenus, sont en accord avec 

l e s  hypothèses de CUR8i'ISS (19) e t  de KOVOTitY e t  co l l .  (73). Nous 

pensons qu'  au cours clc l a  conjugalso~l l e  F-pilus s e r t  tout  d'zbord 

deorgane de reconnaissance en t r e  l a  c e l l u l e  inâle e t  l a  cel-lule femelle. 

Pm l a  m i t e ,  grâce à ça rétractio:? dans l a  c e l l u l e  mâle, il contribue 

2 rapprocher l e s  deux c e l l u l e s  jusqUtà ce qu'un contact  intime 

s ' é t ab l i s s e ,  contact  déclenchant l e  t r a î s f e r t  du ]natériel g6nCtique de l a  

ce l l u l e  msle 2, l a  c e l l u l e  fenc l le .  



PHOTOGRAPHIES DE MICROSCOPIE ELECTRONIQUE 



Photo no 1 

Accolenent in t ime avec solut ion de cont inui té  en t r e  deux c e l l u l e s  en 

conjugaison. Noter l e  déplacement du nucléoplasme compact e t  f i b r i l l a i r e  

ve r s  l e  point de contact  ( G  x 82.000). 





Photo no 2 - 

- 
Conjugaison entre  une ce l l u l e  F mmquée à l a  3 ~ - ~ e u c i n e  e t  une 

c e l l u l e  Hfr Cya non marquée. Le contact  s ' e f fec tue  par  l ' intermé- 

d i a i r e  d'un pont i .n te rce l lu la i re  en posi t ion terminale p a r  rappor t  
- 

à l a  cel1ul.e F . Les c e l l u l e s  sont s i t uée s  dans deux plans sensi- 

blement perpendiculaires ( G  x 30.000). 

Les contac tc ,  en t re  deux c e l l u l e s  peuvent avoir de ç aspects d i f fére i i t s .  

S1.r l a  photo n03 ( G  x 30.000) il semble y avoir un décollement de l a  

pmo i  c e l l u l a i r e  zu niveclrn du. point de contact .  S J ~  l a  photo no 4, on 

observe une cassure ne t t e  de ce l l e -c i  ( G  x  30,000). 





Photo no 5 

- 
Croisement de 45 min en t re  une bactér ie  F marquée au tritium e t  

une bactér ie  Hfr non marquée. 

L e  pont i n t e r c e l l u l a i r e  e s t  en posi t ion subterminale. Noter l a  

cassure de l a  paroi de l a  c e l l u l e  femelle, l a  membrane c e l l u l a i r e  

étant r e s t ée  en place ( G  x 43.500). 

Photo no 6 

Photographie du même croisement. Les c e l l u l e s  sont disposées en croix;  

l a  connection i n t e r ce l l u l a i r e  e s t  i c i  en posit ion terminale pa r  
- 

rapport  à l a  c e l l u l e  F marqu-ée ( G  x 52.500). 





Photos no  7 e t  8 

Autoradiogrammes du croisement  de 15. min montrant un aspec t  d i f f é r e n t  

de c e l u i  observé s u r  les  photos no  5 e t  6. I c i ,  l e s  c e l l u l e s  sont  

r é u n i e s  par des exc ro i s sances  de l 'enveloppe bac tér ienne .  E l l e s  son t  

si tuées  dans deux p l ans  pe rpend icu la i r e s  : 

photo no 7 ( G  x 40.000) 

photo no 8 ( G  x 46.900) 

Photos no 9 e t  ICI 

Autor;idiogran~ws du c ro i  sement de 45 min. Les c e l l u l e s  acco lçes  s o n t  

i3i dans Ie m2me p lan  : 

. photo no 3 (G x 60.000) 

photo no 10 ( G  x 60.000) 





Photo no I f  

Aspect en coupe de deux c e l l u l e s  Hfr en t r e  l e sque l les  on peut 

observer des s t ruc tu res  semblables A c e l l e s  dCcri t e s  par SCHREIL 

e t  COU.  ( G  x 3 ~ . ~ ~ ~ ) .  

Photo no 12 

On peut également trouver c e s  mêmes s t r uc tu r e s  en t r e  deux c e l l u l e s  
- 

F 2000x 17 k ( G X  36.000). 

Photo no 1:3 

- 
Autoradiographie de deux c e l l u l e s  F marquées au t r i t ium,  accolées 

p a r  1 ' intermediaire de "ùul les i l  ( S  x 40.000). 

Photo 11° 14 --- 

Aîcolement en t r e  deux c e l l u l e s  mâles. L' aspect de l'accolernerit e s t  

semblable à celu i  d6cri.t chez deux c e l l u l e s  de sexe d i f fé ren t  ( G  x 30.000), 





Photo no 15 

Aspect après colorat ion négative de l a  suspension de p i l i  i s o l é s  de 

l a  souche Hfr Thy . Les F-pili  se  rassemblent e t  forment des so r t e s  

de bot tes ,  A cô t é  de ces  F-pil i ,  on observe des p i l i  non sexuels e t  

des f l age l l e s  ( G  x 33.000). 

Photo no 1G 

- 
Coloration négative d'une suspension de p i l i  i s o l é s  de l a  souche F 

2000 x 17 k. Nous y observons deux s o r t e s  d'éléments : l e s  p lu s  gros, 

correspondant aux f l age l l e s ,  l e s  p lus  f i n s  aux p i l i  non sexuels 

( G  x 33.000). 





Aspect d 'une c e l l u l e  Hfr Thy c u l t i v é e  en  mi l ieu  de Lur i a  glucosé 

A 1 p. 100,obs@rvée après  ombrage a u  p l a t i n e .  Nous y voyons t r è s  

net temënt  l 'ensemble des f imbr iae  composés de p i l i  non sexue l s  

de F - p i l i  e t  de f l a g e l l e s  ( 6  x 18.000). 

Photo no 18 

Photographie de l a  même c e l l u l e  c u l t i v é e  dans des  cond i t i ons  

iden t ique  S. La suspension bac t é r i enne  a é t é  mise en c o n t a c t  avec 

une suspension de phages f 2  p u i s  co lor6e .  Les p a r t i c u l e s  phagiqucs 

son t  venues s ' adsorber  su r  l e s  F - p i l i  ( G  x 20.000). 





Colora t ion  néga t ive  de l a  suspension de p i l i  i ç o l s s  de l a  souche 

1-Er Thy ( r ep ré sen t ée  s u r  l a  photo no 15) a p r è s  a d d i t i o n  de phages f 2 ,  

Photo no  19 -- 

Au c e n t r e ,  on y retrouve d e s  F'-pili rassemblés  en b o t t e s .  Les p i l i  

non sexue l s  e t  les f l a g e l l e s  ne son t  pa s  e n t o u r e s  de phages ( G  x 15.000). 

Cett-e pkotographie ,  p r i s e  à un p l u s  f o r t  grossi.ssement, montre p l u s  

net temenr l ' a t t achement  des phages f 2  siar ].es F-pi. l i ,  Les f imbr i ae  

d'un diamètre p l u s  i t i po r t an t  son t  clcs f l a g e l l e s  ( G  x 20.000). 





Observation après  addition de pliages f 2  e t  colora t ion négative de 

l a  p a r t i e  inférleu.re du gradient  de saccharose 20 p .  100 - 70 p.  100 

f a i t  à p a r t i r  dlcne suspension de p i l i  i s o l é s  dc l a  souche Hfr 

Thy (vo i r  p. 75 2 '70). Les F-pil i  y sont  peu nombreux. Cette zone 

de gradient  con t ien t  également des f l a g e l l e s  d'une longueur ilnpor tante  

( G  x 30,000). 

Photo no 22 -- 

Image de l a  p.mtie supérieure du meme gradient .  Les F-pi l i  sont  

également peu nor;;breux ( G  x 40.000). Les f l a g e l l e s  sont  d'une 

longueur moins importante que ceux observés sur  l a  photo na  21. 

Photo no 23 ----- 

Aspect cle l a  zone médiale du gradient ,  correspondant au pic.  Les 

F-pil i  y sont t r 2 s  nombreux. Noter que l e s  f l a g e l l e s  sont  t r è s  

fragmentés ( G  x 23.000). 





Photo no 24 

Ce l lu le  HEr c u l t i v é e  en mi l ieu  de Lur ia  glucosé A 1 p. 100 sais 

a g i t a t i o n  e t  e n  anaérobiose. Noter l a  présence de nombreux fimbriae. 

Technique d'ornbrsge au p l a t i n e  ( G  x 2 0 . ~ 0 0 ) .  

Photo no 25 

- 
Cel lu le  F 2000 x 17 k cul t j .vée en mi l ieu  de Lur ia  glucosé à 1 p.100 

zgi  t é  el? akrohiose. Noter que dans c e s  condi t ions  l a  c e l l u l e  e s t  

dépourvue de f imbriae.  Technique d'ombrage ( G  x 8.000). 

Photo no 26 

- 
Photograpiîie d tun  c r o i s e m n t  e n t r e  une c e l l u l e  Fifr e t  une c e l l u l e  F 

c u l t i v é e s  dans l e s  cond i t ions  d é c r i t e s  précédemment. En haut  A d r o i t e ,  

on observe deux c e l l u l e s  Hfr (pourvues de pili). L'une d ' en t re -e l l c s  
- 

e s t  rel i .&e à une c e l l u l e  F (dépourvue de p i l i )  par  l ' i n t e rméd ia i r e  

d'un long F-pilus. Technique d'ombrage ( G  x 12.000). 





Photos no 27 e t  28 

Aspects du meme croisement que c e l u i  d é c r i t  sur l a  photo no 26. 

~ e c h n i q u e  d ' ombrage : 

Photo no 27 ( G  x 1.2.500) 

Photo no 28 ( G  x 20.000) 





Photos no 29 e t  30 

Photo no 29 : Aspect d'un cu lo t  de F-pil i  en coupe. 

Les F-pil i  se présentent  sous l a  forme de cyl indres  

creux d'environ 100 A de diametre (f lèches) ( G  x 30.000). 

Photo No 30 : Image de l a  même préparation B un plus f o r t  

grossissement ( G  x 57.000); 
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