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INTRODUCTION

MIESCHER découvrit vers 18681les "nucléines”, macromolécules dont

on sait maintenant qu’elles constituent le matériel génétique des cellules.

ALTMANN {1888) proposa le terme "acides nucléiques” et découvrit
une méthode commode de préparation qui devait amener, aprés. 1'identifica-
tion des bases azotées qui composent ces molécules (LEVENE et JACOBS, 1808),
4 la mise en évidenca vers 1830 par_LEVENE et BASS (1931) de deux types
d’acides nucléiques :\l'acida désoxyribonucléigue et 1'acide ribonucléigue.
BRACHET (1833) put démontrer, grace au test & la ribonucléase, que les
acides ribonucléiques étaient localisés principalement.dans le cytoplasme

et en petite guantité seulement dans le noyau.

Par des techniques mises au poiﬁt par FEULGEN et ROSSENBECK
(1924), les acides désoxyribonucléiques furent localisés par coloration
spécifique dans le noyau des cellules et plus particuliérement dans- les
chromosomes (LESSLER, 1953 ; LEUCHTENBERGER, 1854 ; SWIFT, 1855 ; KURNICK,

1855).

La correspondance entre acide désoxyribonucléidque et matériel
génétique fut proposée 3 partir de plusieurs constatations : les acides
désoxyribdnuc;éiques étaient situés dans le noyau des cellules animales et
végétales, tous les noyaux en contenaient (FEULGEN, BEMRENS et MAHDIAASSAN,
1837) des guantités constantes et caractéristiques des‘types de cellules

(BOIVIN, VENDRELY et VENDRELY, 1948), l'acide désoxyribonucléique se ré-

partissait d'une maniére égale dans les cellules filles.



Déja, en 1928, GRIFFITH réalisa des expériences qui furent &
1'origine de la découverte du processus de transformation et permirent de
confirmer le ONA comme matériel héréditaire. Il réussit & infecter des
souris avec un mélange de Diplococcus pneumoniae R (roughl) non virulents et
S (smooth) virulents mais préalablement tués par la chaleur. Comme il
découvrit que ces souris.étaient atteintes de.pneumonie et gue leur sang
contenait des bactéries R vivantes, il conclut que les bactéries S tuées
par la chaleur devaient contenir un facteur transformant capable de changer

les R en S.

La transformation des pneumocoques R en S fut plus tard réalisée -
"in vitro” (DAWSON et SIA, 1831) et ALLOWAY en 1933 démontra que le fac-
teur transformant pouvait &tre obtenu en lysant des cellules S et en le
précipitant a l'alcool.' Ce n'est qu'en 1844 qu'AVERY, MAC LEOD et Mc CARTY,
- par une analyse systématique de la nature chimique du principe transfor-
mant, établirent 1'éguivalence : DNA - principe trénsfcrmant. Ni 1la
RNase ni les enzymes protéolytiques ne modifiasient 1l'activité biologigue

du principe transformant, détruit cependant par la DNase. Il subsistait

néanmoins des doutes. En sffet, les préparations de DNA obtenues & 1'épogue

n'étalent pas trés pures et on ne pouvait exclure 1l'intervention de caonta-

minants protéigues dans 1l’activité transformante.

Il fallut attendre la mise au point de méthodes plus élaborées
de préparation de DNA pour pouveir observer que plus pur était le DONA, plus
grande était l'activité transformante et que l'élimination des protéines
et des RNA~de la préparation ne diminuait en rien son potentiel transfor-

mant (HOTCHKISS, 19489 ; HOTCHKISS, 1952 ; ZAMMENHOF, ALEXANDER et LEIDY,

13953).




- lL.e phénoméne de transformatioﬁ ne fut pas limité aux seuls
pneumocoques. Il s'avéra &tre d’une grande importance pour l’analyse géné-
tidue de différentes espeéces bactériennes et pour 1'établissement des re-
lations entre intégrité de la structure et fonction du DNA. Les phénoménes
de prise de DNA et de transformation furent alors étudiés au niveau molé-
culaire et quelques années plus tard, des expériences analoguss furent
tentées sur des cellules sucaryotigues (BORENFREUND, ROSENKRANZ et BENDICH,

1958 ; KRAUS, 1861 ; WILCZOCK, 1961; ...).

Depuis lors, des é&tudes ont été entreprises sur un nombre consi-
dérable de cellules et d’'organismes différents, dont les résultats ont été
passés en revue notamment par LEDQUX (1865), par P. CHARLES (1967) et plus
récemment par BHARGAVA et SHANMUGAM (1871). Cependant, beaucoup de diffi-
cultés ont été rencontrées lors des expériences effectuées avec des orga-
nismes supérieurs, difficultés dues en grande partie & la complexité physio-
logique des organismes étudiés. Il nous a donc semblé intéressant d’é&tudier
le sort moléculaire de ONA exogénes chez guelques algues unicellulaires,
organismes gqui se placent tout au bas de 1l'échelle de 1'évolution et sont

intermédiaires entre organismes pro- et seu-caryotes.

=

En 1962, des phénoménes de transformation, comparables 3 ceux
obtenus chez les bectéries, Gtatent décrits chez une algue bieuerunitellulaire
pracaryote : Anacystis ntdulans. KUMAR (1962) isola deux souches résistantes
& la streptomycine ou & la pénicilline. Ayant mélangé des cultures de ces
deux mutants et transféré des aliquotes dans un milieu sélectif contenant
lesdeux antibiotiques, 11 observa une croissance d'algues dans 10 fiocles
sur 36, aprés un temps d'éclipse de 8 & 14 jours. Il suggéra l'existence
d'un phénoméne de recombinaison génétique gui serait obtenu avec une fré-

guence d'environ 1 recombinant pour 108 zellules.




La difficulté majeure 3 cette époque résidait dans le fait qu'on
ne parvenait & cultiver Adnacystis que dans des milieux ligquides et qu'il

n'était pas poésible d’isoler les recombinants.

PIKALEK (18967) mit en doute les conclusions de KUMAR, en obser-
vant une inactivation de la pénicilline pendant la longue période de repos
(dite d’éclipse]. D'apfés lui, les recombinants étaient en fait des mutants
streptomycine résistants ayant résisté 3 1'action de la pénicilline pendant
8 jours au moins. En effet, ses recombinants provenaient de cultures en
phase stationnaire, donc de cellules métaboliguement inactives gqui, de ce
fait, pouvaient survivre dans un milieu contenant de la pénicilline.‘ Ce-
pendant, cette objection ne fut pas retenue car selon FOGG (1973), les re-

.combinants de KUMAR se montraient 3 la fois streptomycine et pénicilline-

résistants dans des tests séparés (KUMAR, communication personnelle & FQOGG).

SINGH et SINMA (1865) suggérérent également un phénoméne de recom-
binaison génétique lors d’expériences en milieu liguide avec l'algue bleue

filamenteuse Cylindrospernum majus.

Cependant, c’est én 1968 gue BAZIN apporta une preuve faormelle de
1'existence du processus de recombinaison chez Anacystis nidulans. Utili-
sant le milieu de KRATZ et MYERS (1955) modifié par VAN BAALEN (1965]), il
lui fut possible d'étaler sur boite, quantitativement, 4dnacystie nidulans.
Ayant isolé deux mutants stables, 1'un résistant & la polymyxine B et
1'autre & la streptomycine, il les incuba ensemble pendant 1 nuit dans de
1'eau stérile. Aprés étalement sur boites contenant les deux antibiotigues,

il constata aprés deux semaines environ 1'apparition de guelques colaonies,

tandis gue les contrfles restaient négatifs. Ces recombinants, stables




aprés sous-cultures, furent obtenus avec une fréguence assez basse, variant

de 4,% a 491 par 102 cellules viables.

La transformation apreés incorboration de DNA éxcgéne fut obtenue
chez Anacystis midulans par SHESTAKOV et KHYEN en 1970. Ils montrérent
gue du DNA isolé & partir de souches mutées, érythromycine R, streptomycine R
ou filamenteuses, pouvait transformer le type sauvage ou d’'autres récep-

teurs, & une frégquence variant de 0,004 & 0,08, c'est-a-dire, plus de 10

fois celui de la mutation spontanée.

D'autre part, SHESTAKOV et KHYEN déterminérent quelgues conditions
gqui favorisent la transformation chez cette algue. Ils observerent gue
le pourcentage de transformation le plus élevé était obtenu avec une con-
centration cellulaire de 4 & 6 x 107 cellules viables par ml, avec une
concentration en ONA variant entre 20 et 30 ug par ml et un temps d'incuba-
tion en présence du DNA d;environ 5 heures. Comme le phénom@ne semble Btre
sensible & des variations de l’'intensité lumineuse, les auteurs conclurent _
que la prise de DNA était directement dépendante de 1'énergie de photo-

synthesa.

HERDMAN et CARR (1871), également avec Anacystis nidulans, obtinrent
des recombinants en utilisant le surnageant acellulaire de cultures d'un
mutant d'dnacystis. Ils analysérent ce surnageant et déterminérent qu'il
contenait un complexe DNA/RNA dans le rapport 1/6. L'efficience de ce
complexe est réduite de 60 % aprés incubation en présence de DNase ou/et

de RNase, mais reste inchangée aprés incubation en présence de pronase.

Poursuivant ces recherches, HERDMAN {1873 a,b) observa 1'appari-

tion de mutations chez les récepteurs, aussi bien lors de transformations




réalisées & 1'aide de DNA extrait chimiguement des cellules gu'd l'aide
du complexe a-;ellulaire DNA/RNA. Cependant, le complexe DONA/RNA permit
une.étude de mérqueurs plus distants les uns des autres, ce gui amena
HERDMAN a8 conclure gu’avec les acides nucléigues extracellulaires, de plus
grands segments du génome donneur sont transférés dans les cellules récep-

trices.

ORKWISZEWSKI et KANEY (1874) utilisérent d'autres mutants
d'Anacystis, un auxotfuphe pour la phénylalanine et un auxotrophe pour
1'ornithine: et un streptomycine R. Ils confirmérent les résultats des
autres chercheurs ainsi gue les conditions de transformation décrites par
SHESTAKOV et KHYEN (1870}). 0Oe plus, ils observérent un pic de transforma-

tion ressemblant &8 la phase de compétence décrite chez certaines bactéries.

Derniérement, des phénoménes de recombinaiscn génétique ont éga-
lement été observés chez 1'algue bleue Nostoe muscorum. En effet, un trans-
fert de géne nif de la souche sauvage (nif* St-S) & un mutant (nif~ St-R)

a été obtenu par STEWART et SINGH (1875]).

Tout récemment, ASTIER et ESPARDBELLIER (1976]) ont obtenu des
transformations 3 1'aide d'un mélange d’acides nucléiques chez une autre
- algue bleue unicellulaire Aphanocapsa 6714. Elles observent également

1'apparition d'une phase de campétence.

LURQUIN et BEHKI (1975) ont étudié au point de vue biochimique
la prise de ONA bactérien par 1'algue verte eucaryote Chlamydomonas
retnhardii. Ils aboutirent 3 la conclusion que le DNA bactérien était

pris en petite guantité par les cellules et était enmsuilte dégradé et




réutilisé pour la synthése du DNA endogene.

Etant donné ces résultats tantdt positifs (dnacystis, Cylindrospernum,
Nostoc et Aphanocapsa),tantdt négatifs (Clamydomonas), il nous a semblé
intéressant d'étudier la prise et le sort de ONA bactérien chez gquelques

algues unicellulaires.

Nous avens choisi 1'algue bleue procaryote Anacystis nidulans
comme matériel de référence car il avait été démontré que ces cellules
absorbaient du DNA exogéne. De plus, nous savions gue la transformation
hétérologue et 1'analyse biochimique des phénoménes de prise de ONA homologue
et hétéfolagUE' n'avait pas encore été réalisées chez cette algue. Les autres
algues sélsctionnées sont ;es orgaﬁismes gucaryotigues unicellulaires. -
Elles sont représentatives des grandes familles telles les elgues jaunes - :
ou Chrysophyceae (Ochromonas et Polyedriella), les algues rouges ou Rhodo-
phyceae (Porphyridium), les algues vertés ou Chlorophyceae (Scenedesmus)
et les Euglenophyceae (Euglena). En outre, certaines présentaient un

intérét particulier, telle Scenedesmus devenue de nos jours une algue

potentiellement importante au point de vue économigue.

Dans une premiéfe partie du travail, nous avons caractérisé le
matériel bactérien et plus particuligrement Sarcina flava et Micrococcus
lysodetkticus. . Une seconde partie de notre travail a été consacré 3 la mise
au point de méthﬁdes de préparation quantitative des DNA des algues en vue
de leur caractérisation physicoechimique, par ultracentrifugation en gra-
dient de chlorurelde césium. Dans une troisiémE‘ partie, nous nous sommes

attachés @1'étude de la prise et du sort moléculaire de ONA bactériens

chez les algues en utilisant principalement la technigue de centrifugation



en gradient de chlorure de césium. Dans la derniére partie et pour une
algue avec laguelle nous avions obtenu des résultats encourageants, nous

avons étudié 1'influence de 1l’irradiation sur la prise des DONA étrangers.




MATERIEL et METHODES

I. PRODUITS
A. Produits non-radioactifs

Les produilts minéraux et organiques utilisés sont de margue MERCK.
U.C.B., B.OD.H., GEIGY... et sont "purs pour analyse”. Les enzymes sont de
marque CALBIOCHEM,SIGMA, KAKEN CHEMICAL ou SERAVAC. Pour la préparation
de certains milieux de culfure pour algues ou pour bactéries, nous avons

utilisé des produits DIFCO ow OXOID.

B. Produits radioactifs

Nature Activité spécifique Origine
1. Thymidine-6-3H 15 Ci/mM C.E.N.
2. Adénine-2-3H 15 Ci/mM C.E.A.
3. Uracile-6-3H 26 Ci/mM C.E.A.
4. Adénine-8-1"C(chlorhydrate) 2 mCi/mM C.E.A.

II. SOUCHES BACTERIENNES
Souche Génotype Exigences

1. Mierococcus luteus ATCC 4698 sauvage -
(M. lysodetikticus)

2. Micrococeus luteug ATCC 4698 trp C23 Tryptophane
(M. lysodetkticus)
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3. Micrococcus luteus ATCC 4698 trp E16 Tryptophane
(M. lysodeikticus)
4. Micrococcus luteus ATCC 4698 his 25 Histidine
(M. lysodetkticus)
5. Micrococcus luteus ATCC 540 : ade 540 Adénine
(Saretna flava)
6. Bactllus subtilis 168 sauvage -
7. Escherichia coli K12-P4X-JEX8 Hfr-metB-car B8 Méthionine, arginine,
pyrimidines
8. Escherichia coli K12-CR34 F~-thre-leu-thi-thy Thréonine, leucine,

thiamine, thymine

Les souches 2 3 5 nous ont été aimablement envoyées par le Or kLOOS

{Raleigh University, USAJ.

III. SOUCHES D'ALGUES

Souche N° Génotype - Origine
1. Anacystis nidulans 625 sauvage ‘ I.U.C.C. (U.S.A.)
2. Anacyétis nidulans 1172 met-4
3. Anacystis nidulans 2112 nit-A;, met-I
4. Euglena gracilis Klebs sauvage .I.M.T. (Belgiqué)
5. Ochromonas danica 933/2 sauQage C.C.A.P..[U.K.]
6. Polyedriella helvetica 861/1 sauvage C.C.A.P. (U.K.)
7. Porphyridium cruentum 1861 sauvage I.U.C.C. {(U.S.A.)
8. Scenedesmus obliquus 276/3a  sauvage C.C.A.P. (U.K.)

Les souches 1, 2 et 3 nous aont été aimablement fournies par le
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Dr N.G. CARR (Liverpool University, U.K.), la scuche 4 par le Or J. JADIN
{I.M.T. Anvers) et les souches 5, 6 et 7 par le Dr V. DEMOULIN (Université

de Liege).

IV. SOLUTIONS "STANDARD"

1. Saline - EDTA : 0,14 M NaCl et 0,1 M EDTA, pH 8,0.
2. Saline - citrate : .
solution concentrée : 1,5 M NaCl et 0,15 M Naz citrate, pH 7.5
solution normale : dilution 107!
solution diluée : dtlution 1072,
3. Pronase : solution & 20 mg/ml dans NaCl 0,01 M, incubée 3 37° pendant
80 minutes pour digérer les nucléases é&ventuelles. La solution
est ensuite centrifugée st étérilisée par filtration.
Solution conservée au froid a 4 °C.

4, Ribonucléase : solution & 0,2 % dans NaCl 0,14 M, incubée & 80 °C pen-
dant 10 minutes pour inactiver les désoxyribonucléases
éventuelles. La solution est ensuite stérilisée par fil-
tration et conservée au froid a 4 °C.

5. Lauryl sulfate de sodium : solution & 20 % dans 1'eau.

6. Tampon de dialyse (aprés centrifugation en gradient de CsCl en présence
de bromure d'éthidium) : 0,1 M NaCl/0,0%5 M Tris/0,01 M EDTA,
pH 7.,8.

7. Tampon T N E : Tris-HC1 0,01 M/ NaCl 0,1 M/ EDTA 0,002 M.

8. Tampon T E : 0,05 M Tris/ 0,02 M EDTA, pH 8,0.

9. Tampon TE S : 0,05 M Tris/ 0,05 M NaCl/ 0,005 M EDTA, pH 8,0.
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10. Bouillon de transformation pour Micrococcus (Kane et Kloos, 197d)
0,05 M Tris/ 0,01 M SrClp, pH 7,0.
11. Sarkosyl : solution & 10 % dan; 1'eau distillée.
12. Protéinase K : solution & 1 mg/ml dans NaCl 0,01 M.
13. Tampon cacodylate 0,2 M : 21,4 g cacodylate Na.3H20 (BOH), 63 ml HC1
0,1 N, 437 ml Hp0 bidistillée, pH 7,2.
14. Résine Spurr -~ standard (Spurr, 1969)
ERC-VCD (Ladd) 10 g
Vinyl cyclohexene diocxyde
DER (Polysciences) 6 g
Diglycidyl ether of polypropyléne glycol
NSA (Taab Laboratories) 26 g
Nonenylsuccinic anhydride
S-1 (Polysciences) 0,4 g
Diméthylaminoéthanol
Mélanger au mélangeur magnétigue pendant 60 min environ {& manipuler -
sous hottel.
15. Solution de Bleu. de Toluidine : 1 % dans de 1'eau distillée, amener le
pH & 9,0 avec une solution de NayCO03 & 25 % déns l'eau. Filtrer

avant 1'emploi.

V. MILIEUX ET CONDITIONS DE CULTURE

A. Pour Micrococcus (Kloos et Schultes, 1969)




1. Milieu liguide

Ko HPO, 2,0 g/%
NH, C1 1,0
Glutamate . 10,0
monosodique
L-phenylalanine a.4
L-tyrosine a,5s
L-proline 0,8
L-iso-leucine 0,5
L-cystéine 0,48
L-méthionine 0,27
L-arginine 0,656

Ajouter 1 ¢ d'eau distillée, 0,1 ml FeSOy, 7H20 & 1 % et 0,1 ml MnCly,

4Hp0 & 0,5 %. Ajuster & pH 7,2 et stériliser.

Aprés la stérilisaﬁion, ajouter : 0,1 ml biotine 0,01 %
1,5 ml MgSQ,, 7Ho0 M/S
28,0 ml glucose & 25 %.
Exigences (pour 1 litrse) :
pour la souche ade” : 20 ml sol. adénine & 0,25 %
trp” : 12 ml sol. tryp. a 0,25 %

his~ 4 ml sol. histidine & 0,5 %.

2. Milieu solide

Il faut ajouter 15 g d'’agar-agar 1614 (Merck) par litre de milieu

3. Culture

La culture se fait & 27 °C, avec agitation.

liguide.

13.
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B. Pour Anacystis nidulans

1. Milieu liquide DM (milieu de Kratz et Myers, 1855 ; modifié par Van Baalen,

1965)

MgSOy, 7H20 -0,25 g/2

KoHPOy , - 3H,0 1,40

Cal(NQ3}p, 4H,0 0,025

NaNO3 1,00

Na,EDTA 0,031

- Fep (S04 )3, BHy0 0,004
Microéléments H 5 0,6 ml
(microéléments H 5 : InSQ,, 7H,0 8,82 g/%

MnClé, 4H,0 1,44
MoQ3 0,71
CuS0y, S5SH,0 1,57

Co(NO3)p, SHpO  0,49).

I1 faut utiliser de 1'eau bidistillée pour la préparation de toutes les
solutions.
Exigences : D-L-méthicnine 0,03 g/

NH,C1 0,375.

2. Milieu solide G - 11 (milieu de Hughes et al, 1958 ; modifié par Allen,

1868)
a. NaNOj 3,0 g/
KoHPOy, 3H,0 g,11

MgSDL,, 7H20 0,145
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NapClj ag,04

CaCly, Hp0 0,074
NaySi03, SH,0 0,116
NayEDTA 0,002
Acide citrique 0,012

Citrate de Fe 0,012

Microéléments B 5 2,0 ml (B 5 : H3BOj3 : 2,86 g/
MAClp, 4H,0 1,81
ZnS0y, 7H,0 0,222
NapMoQy, 2Hp0 0,391
CuS04, S5SH,0 0,079

Co(NO3)p, BH,0  0,0494),

b. Agar 3 3 %

c. Mode opératoire : stériliser séparément le méme volume de milieu minéral
et de Bacto agar DIFCO (dans 1l'eau bidistillée). Aprés
stérilisation, refroidir les flacons jusgu'a 48 °C et

Vmélanger.

3. Culture

Les fioles de culture sont agitées & 32 °C sous 2500 lux, sans passage d'un

mélange air/C0;, selon ASATO et FOLSOME (1870).

C. Pour Euglena gracilis

1. Milieu liguide (CRAMER et MYERS, 1952)

[NHL,(JzHPDL‘_ 1 g/2



KHy POy 1

MgSO,, 7H,0 0.4
Na3CgHs07, 2Hp0 0,53
CaCly, H20 0,023
Fep (S04)3, BHL0 ' , 0,003
MnCly, 4H,0 0,0018
CoCly, 6HR0 0,0014
ZnS0y, 7H,0 0,0004
NagMoly, 2H,0 0,0003
CuS0y, 5H,0 0,00002

Aprés la stérilisation, ajouter :

Thiamine 0,1 mg/%
Cyanccaobalamine 0,0005
pH : B,9.

2. Milieu solide (EDMUNDS, 1865)

Le milieu solide se prépare avec de l'agar-agar 1614 (Merck], a 1 %.

3. Culture

Les fioles de culture sont agitées & 21,5 °C sous 3500 lux.

D. Pour Ochromonas danica

1. Milieu liguide

C'est le milieu utilisé par 1l'algothegue de Cambridge (1871)

Infusion de foie 0,1 %

Glucose 0,1 %
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Bacto-tryptone 0,1 %

pH : 6,1.

2. Culture

Les fioles de culture sont agitées & 25 °C sous 4500 lux.

E. Pour Polyedriella helvetica

1. Milieu liguide

C'est le milieu utilisé par l'algothéque de Cambridge (1971)

Proteose peptone 0,1 %
KNO3 0,02°%
. KHaPOy 0,002 %
MgS0,, 7H50 0,002 %
pH : 8,5

2. Milieu solide

Le milieu solide se prépare avec de 1'agar-agar 1614 (Merckl, & 1 %.

3. Culture

Les fioles de culture sont agitées & 25 °C sous 4500 lux.

F. Pour Porphyridium cruentum

1. Milieu liquide

C'est le milieu & 1l'eau de mer artificiel (ASW) de JONES, SPEER st KURY (1863)
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solution A : NaCl 27 g
MgS0y, 7H,0 8,6

MgCl,, BH,0 5.6

Catly, Hp0 1,3
KNO3 1,0
KHo POy 0,07
NaHHCO3 0,04 , amener & 1 2 avec eau dist. et ajouter
20 ml Tris-HC1 17 M, pH 7,8
solution B : ZnCl, 4,0 mg
H3B03 60,0

CoCly, BHy0 1,5

MnClp, 4H,0 40,0

CuCly, 2HL0 4,0

(NHy JgMa705y, 4H0 37,0 mg, amener & 100 ml avec eau dist.
solution C : FeClz, 6H20 270,0 mg dissous dans 100 ml sol. NayEDTA 0,05 M.

Apres la stérilisation, il faut mélanger 1000 ml de A, 1 ml de B et 1 ml C.

2. Milieu solide

0,

Le milieu solide se prépare avec de 1l'agar-agar 1614 (Merck), a 1 %.

3. Culture

—————————————

Les fioles de culture sont agitées & 25 °C sous 4500 lux.

G. Pour Scenedesmus obliquus

1. Milieu liquide (MULLER, 1861)

KNQ5 {114 g dens 1000 ml (pH : 6,0)) 10 m1/2

KHo POy (28 g dans 200 ml) , 2




MgS0y, 7H,0 (18 g dans 100 ml) 1

H3B03 (286 mg dans 100 ml) 1
ZnS0y, 7H,0 (22,2 mg ---) 1
CuSOy, 5Hy0 (7.9 mg —--) 1
MnS0y, 4H,0 ‘ (370,0 mg -=--] 1
CoCly, BHL0 (5,8 mg ---] 1
(NHy JgMo705y, 4Ho0 (1,6 mg ---) 1
CaCly, Ha0 (258,0 mg -=-) 1
Fe citrate, 5H;0 {530,0 mg -==) 1
Acide citrique (530,0 mg ---) %

pH fimal : 6,0

2. Milieu solide

Q,

Le milieu solide se prépare avec de 1'agar-agar 1614 {(Merck), a 1,5 %.

3. Culture

Les fioles de culture sont agitées & 25 °C sous 4500 lux.

H. Milieux riches pour "infections"

1. Pour bactéries : - TBAB ; tryptose blood agar base (B 232 - Difco)
ou - n® 856 : bacto trytone 10 g
extrait de levure 5 g
NaCl 5¢g
glucose ki g
KoHPOy, 3H,0 2,34 ¢
KHo POy 0,75 g

amener & 1 litre, ajouter 15 g d'agar.
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2. Pour Champignons : Czapek solution agar (B 339 - Difcao)

VI. ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE

A. Estimation du poids moléculaire par viscosimétrie ?

Appéreil : viscosimeétre de Couette selon ZIMM et CROTHERS (1862} fabriqué

par Beckman (viscosimétre rotatif).

Principe : le viscosimétre est constitué d'un rotor & base métallique qui
flotte dans le liguide 3 analyser placé dans le stator. Le volume de
la solution & analyser est ajusté de telle fagon gue le repaire trac

sur le rotor coincide avec celui tracé sur le stator ; & ce moment

la distance entre le rotor et le stator est égale en tous points.
Un moteur acticonnant un aimant est alors mis en marche ce qui
entraine le rotor. Le temps de rotation du rotor est mesuré
pour le solvant et pour les solutions de DNA & différentes con-
centrations. Les mesures se font & 25 °C, le stator étant relié

PN

a4 un bain thermostatique & circulation.

si, tS = le temps mis par le rotor pour effectuer 1 révolution dans le solvant
tDNA=le temps mis par le rotor pour effectuer 1 révolution dans la solu-

tion de DONA

il est possible de calculer la viscosité relative (EIGNER, 1968)

.. lona _ owa
rel ns ts
d’'ou on déduit la viscosité spécifigue n = q -1
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n

PP . . S
La viscosité réduite est donnée par la relation : Nred = cp

¢ étant égal & la concentration en ONA de la solution examinée,

cancentration exprimée conventicnnellement en dl par g.
La valeur de la viscosité intrinséque peut alors &tre cbtenue graphiguement :

n
[n] = lim. [—2- .
c
c -0
A partir d’'un graphique oC les valeurs de la viscosité réduite
sont portées en ordonnée par rapport aux valeurs de la concentration portées
en abscisse, la valeur de la viscosité intrinséque est donnée par 1'inter-

section de la droite reliant les différents points & l'ordonnée (c = 0).

A partir de la formule : log [Dﬂ +5) + 2,863 = 0,665 log PM de
CROTHERS et ZIMM (1865), connaissant Dﬂ on peut estimer avec une bonne

approximation la valeur du poids moléculaire du DONA analysé.

B. Isolement et purification des DNA

1. DNA bactériens (B. subtilis, E. coli, M. lysodiekticus, S. flava)

(MARMUR, 1961 et P. CHARLES, 1972)

pour 1 g de culot humide : le culot de bactéries est remis en sus-
pension dans 10 ml de saline-EDTA, on ajoute 4 mg de lysozyme et 1a mélange
est incubé & 37 °C pendant 80 min (pour S. flava, on ajoute 8 mg de lysozyme
et 1l’incubation est prolongée pendant 5 heures & 37 °C - kLOOS, 1870), la
lyse des cellules est obtenue par addition de détergent - SDS - concentration
finale 2 %. Le mélange est ensuite incubé en présence de pronase (concen-

tration finale 2 mg/ml) pendant 2 heures & 37 °C ; aprés addition de RNase
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(concentration finale 100 ug/ml); 1'incubation & 37 °C est poursuivie pendant
2 heures. Les acides nucléigues sont ensuite précipités par addition de

2 volumes d'alcoocl dénaturé. Les fibres sont enroulées sur une baguette

de verre et redissoutes dans 5 ml de SSC dilué. Lorsque les fibres sont
bien dissoutes, ce qui prend en général une nuit, on fait agir de nouveau

la RNase (concentration finale 50 ug/ml) pendant 1 heure & 37 °C. On ajoute
alors de la protéinase K (autre enzyme protéolytique & large spectre) (con-
centration finale 100 ug/ml) et la digestion est poursuivie pendant 2 a

3 heures & 37 °C.

La purification se fait par centrifugation préparative en gradient
de CsCl (FLAMM et al., 1869). A l'équilibre, le RNA sédimente dans le fond
du tube, le DNA se concentre & son point d'’iscdensité tandis que les
protéines flottent. Aprés centrifugation, les tubes sont fractionnés par
le fond et le DNA est visualisé soit par la modification de viscosité que
sa présence entraine soit par son absorption U.V.. Il est recueilli et
aprés dilution pour amener la concentration en CsCl & environ 1 M {dilution
5 fois environ) , il est précipité par addition de desux volumes d’'alcool
& 94 ° dénaturé. Les fibres sont recueillies sur une baguette de verre,

sont lavées plusieurs fois dans 1'alcool 70 % pour éliminer les derniéres

=

traces de CsCl et sont mises a dissoudre dans du NaCl 0,01 M stérile.

Le DNA est conservé a une concentration d'enviren 1 mg/ml au froid

=

8 4 °C en présence de guelques gouttes de chloroforme.

2. DNA des Algues (D. CHARLES, 1977 a)
a. Lyse des cellules

1. Anacystis nidulans, Polyedriella helvetica et Scenedesmus obliquus
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Le culot est traité successivement par l'acétone, de l'alcool
et enfin par de 1'é@ther. La plupart des pigments et lipides sont extraits
paf ces traitements qui fragilisent également les parcis cellulaires. Le
culot est séché et broyé dans un mortier en présence d'azote ligquide. I1
est ensuite repris dans du Saline-EDTA et incubé aprés addition d'SDS a
37 °C pendant410 minutes. La suspension est alors congelée et décongelée

3 fois successivement.

Second procédé d'extraction du DNA d'4d. nidulans, avec iequel
nous avons obtenu une lyse gquantitative : eprés le traitement successif par
1'acétone, 1l'alcool et 1'éther, les cellules sont remises en suspension
dans une solution de Saline-EDTA contenant 25 % de sucrose. La suspension
est incubée & 37 °C avec 0,1 % d'enzyme lytique pendant 90 min, ensuite
avec 1 mg/ml de lysgzyme pendant 30 min et finalement avec 2 mg/ml de pronase
pendant 2 h. La lyse compléte des cellules est obtenue aprés addition de

2 % de 3DS.
2. Euglena gracilis

Le culot de cellules est resuspendu dans du Saline-EDTA, la lyse
des cellules est abtenue en ajoutant du SDS (concentration finale 2 %J.

(MARMUR, 1881].

3. Ochromonas danica

Les cellules sont resuspendues dans du Saline-EDTA et lysées par
addition de SDS (concentration finale 2 %]. Leé acides nucléiques sont
immédiatement précipités par addition de 2 volumes d'alcool froid afin de
prévenir 1l'action des nucléases relachées dans le milieu, nucléases tres

actives chez cette algue. Le précipité est ensuite dissous dans du SSC dilué.
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4. Porphyridium cruentum

Les cellules en suspension dans du Saline-EDTA sont incubées a
37 °C pendant 2 heures en présence de cellulysine (concentration finale
2 %) et la lyse compléte est obtenue par addition de SDS (concentration

finale 2 %).

b. Traitement enzymatique

Les lysats sont incubés & 37 °C pendant 2 heures avec de la pronase
(concentration finale 2 mg/ml), puis pendant 1 heure en présence de
RNase (concentration finale 100 ug/ml). Les acides nucléigues sont ensuite
précipités par addition de 2 volumes d'alcool & 34 ° dénaturé froid. Les

fibres sont enroulées sur une baguette de verre, pressées sur les parois

du tube pour expulser l'excés d'alcool et redissoutes dans du SSC dilué.

c¢. Purification

Lorsgue les fibres sont parfaitement dissoutes, la solution est
rendue 2 M en NaCl par addition de cristaux de NaCl st la purification
s'effectue par filtration moléculaire sur gel d'agarose 3 la température
du laboratoire. La.colonne (0,8 x 15 cm ou 1,5 x 30 cm suivant la concen-
tration présumée en DNA) est d'abord égquilibrée pendant 1 nuit avec une
solution de NaCl 2 M. Le volume mort de la colonne est estimé & 1'aide

d'une solution de Bleu Dextran 2.000.

Avant d’'étre déposeées au sommet de la colonne, les solutions
sont centrifugées afin de sédimenter le matériel insoluble gui pourrait
freiner 1’'élution. Celle-ci s'’effectue & 1'aide d'une solution de NaCl

2 M filtrée. Des fractions de 10 gouttes (0,4 ml - colonne de 0,9 x 15 cm)
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ou de 60 gouttes (2 ml - colonne de 1,5 x 30 cm) sont recueillies &

1'aide d'un collecteuf de fractions ISCO (Lincoln - USA}. L’absorp-

tio% U.V. & 254 nm est enregistrée automatiguement sur un "Isco absorbance
monitor UA-5". Des aliquotes de chaque fraction sont prélevées, diluées

a 1 ml avec de l'eau distillée et aprés addition de 7,5 ml de mélange scin-
tillant contemant du triton X100 (C.E.N./S.C.K., Mol, Belg.), la radioactivité
est estimée dans un compteur & scintillation liguide Packard. Les fractions
correspondant aux différents pics (en absorption U.V. et en radicactivité]
sont rassemblées et gardées & 4 °C en attendant leur analyse par ultra-

centrifugation en gradient de chlorure de césium.

VII. COMPTAGE DES CELLULES

>

Les mesures s'effectuent soit 3 l'aide d'une chambre de comptage

Neubauer soit & l'aide d'un "Coultsr counter” modele ZF.

VIII. CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE DENSITE DE CsCl

(MESELSON et al., 1957 ; VINOGRAD et HEARST, 1962 ; LEDOUX et CHARLES, 1972)
A. Centrifugation préparative (FLAMM et al., 1969)

La solution de ONA & purifier est centrifugée dans un rotor a
angle fixe soit : rotor 40 Martin-Christ, les tubes pouvant contenir
jusgu'a 10 ml.de solution ;
sgit : rotor 65 Ti M-C ou 40 Spinco, les tubes pouvant contenir

5 ml de soclution.
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L'éguilibre est obtenu aprés 63 heures de centrifugation a

33 000 tours a 20 °C.

B. Centrifugation analytique
1. A pH neutre

Afin d'en préciser la densité, les DNA obtenus sont centrifu-
gés en gradient de CsCl en présence de ONA margueurs de densité connue, dans

un rotor basculant.

Pour obtenir une meilleure séparation de ONA de densité voisine,

les solutions sont centrifugées dans un rotor & angle fixe (FLAMM et al.,

1972].

Les tubes sont fractionnés par le bas en poussant la solution 3
1'aide de paraffine liguide (LEDOUX et CHARLES, 1972) et des fractions de
3 gouttes sont recueillies. Aprés avoir ajouté 1 ml d'eau distillée 1'ab-
sorption U.V. 38 260 nm est estimée au Cary 14 et la radiocactivité est déter-

minée en scintillation ligquide.

Lorsgue nous avons pu disposer de 1'appareillage "Isco”, les ﬁubes
ont été fractionnés aprés centrifugation par le haut; la solution &tant pous-
sée 3 1'aide de Fluorocheﬁical (FC-43, 3 M].‘ Des fractions de 3 ou 4
gouttes sont recueillies & 1'aide d'un collecteur de fractions et 1'absorp-

tion U.V. & 254 nm est enregistrée automatiquement.

La densité du DNA a 8té quelguefois estimée par centrifugation
a8 1'équilibre en gradient de chlorure de césium dans l'ultracentrifugeuse

analytique Beckman modéle E, selon la technigue de MESELSON et al. (1857).
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Oans ce cas, l'égquilibre est obtenu aprés 20 heures de centrifugation &

44 000 tours et & 20 °C.

2. A pH alcalin

A 2,0 ml de la solution de DNA, on ajoute 2,8 g de CsCl, 0,1 ml
de NaCH 1 N et 0,03 ml de Safkosyl 2 % (indice de réfraction de la solu-
tion : 1,4052). Les solutions sont centrifugées‘pendant 83 heures & 20 °C
et &8 33 000 tours dans des tubes en polypropyléne préalablement lavés

par NaOH 1 N.

IX. RECHERCHE RAPIDE DE MYCOPLASME ET DE VIRUS (TODARO et al., 1971)

Les cultures sont centrifugées & 8000 tours pendant 20 minutes
3 4 °C. Le culot contenant les cellules st débris est écarté. Le surna-
geant est ensuite centrifugé 3 18 000 tours pendant 3 heures a8 4 °C. Le.
culot resuspendu dans du tampon T N E est déposé sur un gradient pré-
formé de saccharose 15-65 %. Les tubes sont centrifugés dans un rotor
basculant SW 41 3 25 000 tours pendant 16 heures ét ad 4 °C. Ils sont
ensuite fractionnés par le haut et 1'absorption U.V. 3 254 nm est enregistrée
automatigquement 3 l'éide de 1'Iscoc absorbance monitor UA-5. Des fractions

£

de 10 gouttes sont recueillies & 1'aide d’un collecteur de fractions

Isco.

En vue de 1l'estimation de la radicactivité acido-précipitable,
des aliquotes de 25 ou 50 ul sont prélevées de chaque fraction et dépo-

sées sur une bande de papier Whatman 3 M. Les bandes sont ensuite sé&chées




puis plongées dans une solution d’acide trichloroacétique a 10 % glacé
pendant 30 minutes. Elles sont rincées 2 fois dans de l'alcool & g4°
dénaturé froid puis séchées & 1'étuve & 60 °C pendant 80 minutes. Les
bandes sont ensuite découpées et les différents petits carrés de papier
corraespondant 3 chague fraction sont plécés dans des fioles & scintilla-
tion en vue de l'estimation de la radicactivité aprés addition de milieu

scintillant (7,5 ml).

X. RECHERCHE DE DNA CIRCULAIRES

(ZAENEN et al., 1974)

Les bactéries sont cultivées en présence de thymine-5-3H

(0,1 mCi/ml) et de 0,025 % (ou 1,00 mM) désoxyadénosine (BOYCE et SETLOW,
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1962 ; MUNCK-PETERSEN, 1967). En fin de phase logarithmigue, les cultures

sont centrifugées et le culot est lavé 2 fois par du tampon TE froid puis

resuspendu dans du tampon TE.

Les membranes sont fragilisées par action du lysozyme a 37 °C
{1 mg/ml) pendant 5 heures pour S. flava ATCC 540, (0,5 mg/ml]) pendant
1 heure pour les autres bactéries. 0On ajoute ensuite du Sarkosyl (1 %,
concentration finmalel; de la pronase (500 ug/ml, concentration finale) et
1'incubation & 37 °C est poursuivie pendant 30 minutes. A ce moment la
soluticn devient translucide. Le lysat est agité 3 la vitesse maximum
d’'un Vortex (Springfield - U.S.A.) pendant 30 secondes afin de réduire
la longueur des chalnes de DNA chromosomique non circulaire, plus fragile

gue le DNA circulaire.
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La séparation des molécules de DNA circulaires et linéaires est
faite par centrifugation en gradient de chlorure de césium en présence

de bromure d'éthidium.

A 2 ml du lysat abtenu, on ajoute 6,55 g de CsCl, 2 ml de tampon
TES contenant 1,25 g/ml de bromure d'éthidium (B.E.) et 2,8 ml de tampon
TES et l'indice de réfraction est ajusté a 1,3925 (HUMPHREYS et al., 1875]).
8 ml de la solution sont centrifugés dans un rotor 3 angle fixe pendant
83 heures & 25 °C. Les tubes sont ensuite fractionnés selon la techni-
gue de LEDOUX st CHARLES (1872). On recuellle des fractions de 4 gouttes
et la radicactivité totale ou acido-précipitable est estimée comme décrit

précédemment, sur des aliquotes de chaque fraction.

Les fractions qui correspondent aux différents pics sont rassem-
blées et diluées avec de 1l'eau distillées, elles sont ensuite agitées avec
un méme valume de butanol saturé en H,0 (LE PECQ, 1871). Le B.E. passe
en sclution dans la phase butanol qui se colore en rouge. Le traitement
est répété jusqu'a ce que la solution conténant le DNA soit incolore.

Celle-ci est ensuite dialysée au froid pendant 40 heures contre 2 fois 2

litres (pour 1 ml de solution) de tampon NaCl, Tris, EDTA pH 7,6.

XI. PROCEDES DE TRANSFORMATION
A. Micrococcus (KLOOS, 1968b ; KANE et KLOOS, 1970)

A la densité cellulaire choisie, les cellules sont centrifugées

pendant 10 minutes & 3500 tours. Le culot est remis en suspension dans




du "bouillon de transformation” (KANE et KLOOS, 1970). On ajoute le DNA

>

{concentration finale 10 ug/ml) et le mélange est agité & 230 agitations

par min (position 8 d'un K&ttermann "va-et-vient”)pendant 60 min. L'exposi-

tion au DNA est arrétée par addition de DONase (5 ug/ml, 5 mM MgS0,), et

incubation & 37 °C pendant 15 minutes.

Les cellules sont centrifugées, lavées puis resuspendues dans
du NaCl 0,14 M. Elles sont ensuite diluées et étalées sur les boltes de

Petri contenant le milieu 9 de micrococcus avec ou sans tryptophans.

Lorsque le point maximum de transformation a été déterminé, les
cellules peuvent &tre conservées en vue de leur traitement ultérieur a
-80 °C en présence de glycérol (10 %) (DUBNAU et al., 1967) dans de petits

tubes en plastique stériles.

Nous avons suivi le méme mode opératoire lors de 1l'étude de.la
prise de DONA radicactif homologue ou hétéralogue, la radioactivité acido-
insoluble fixée par les cellules étant estimée sur une aliquote de la sus-

pension aprés traitement par la DNase et lavages par du NaCl 0,14 M.

A 1 ml de la suspension, on ajoute 1 ml de TCA 10 % et le mélange
est incubé pendant 30 minutes dans un bain glacé. Il est ensuite filtré
(filtre GF-C Whatmann) et aprés deux lavages par du TCA & 5 % froid, le
filtre est séché sous une lampe Infra-rouge de 500 W pendant 30 min.
Lorsgue le filtre est parfaitement sec, la radiocactivité est estimée par
scintillation liguide aprés addition de 7,5 mi de milieu scintillant

approprié.

30.
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B. Anacystis

La méthode est basée sur celles de SHESTAKQOV et KHYEN (1870)

et de ORKWISZEWSKI et KANEY (1874]).

Lorsque 1la concentration cellulaire est comprise entre 4 et
6 x 107 cellules par ml, les cellules sont centrifugées dans un tube
cylindro- conigue. Le culot est remis en suspension dans du tampon phos-
phate pH 8,0. 0On ajoute alors le DNA (de 20 & 50 ug/ml, concentration
finale) et le mélange est incubé pendant 4 heures, sous 2500 lux & 32 °C
en agitant de temps & autre. Les cellules sont ensuite traitées par la
DNase (concentration finale 20 ug/ml en présence de MgS0, S mM) pendant
15 minutes & 37 °C. Elles sont centrifugées, lavées deux fois avec une
solution de NaCl 0,14 M et remises en suspension dans du NaCl C,14 M.
Aprés différentes dilutions, elles sont étalées sur boites de Petri

cantenant du milieu G-11 {pour les transformants) supplémenté avec les

exigences (pour les comptes viables).

XII. ETUDE BIOCHIMIQUE DE LA PRISE DE DNA BACTERIENS RADIOACTIFS

A différents moments de la courbe de croissance ou aprés synchronisation

Au moment choisi, les cellules sont centrifugées (20 minutes a

3500 tpm) puis remises en suspension dans le milieu d'incubation adéquat

tampon phosphate pH 8,0 pour 4. nidulans
pH 7,0 pour E. gractlis
pH 6,2 pour 0. danica =t P. helvetica

ph 7,3 pour P. cruentum
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pH 6,0 pour S. obliquus.

On ajoute ie DNA bactérien radioactif (concentration finale
30 ug/ml) et 1'incubation s'effectue en agitant doucement dans les con-
ditions de température et de lumiére identiques & celles décrites pour la
culture de chaque algue. Le temps d'incubation est de 2 heures pour
A. nidulans et S. obliquus ; il est de 4 heures pour O. d&nica, P. helvetica,

E. gracilis et P. cruentunm.

La suspension est alors centrifugée, les cellules sont lavées

par du NaCl 0,14 M et resuspendues dans du NaCl 0,14 M.

On ajoute de la DNase (concentration finale 20 ug/ml)} et du MgSO,
{(concentration finale 5 mM). La suspension est incubée & 37 °C pendant
15 minutes. Les cellules sont centrifugées et lavées 1 fois par du NaCl

0,14 M.

Le culot est extrait par du PCA & 5 % pendant 30 minutes & 0 °C.
Apreés centrifugation , il est lavé 1 fois par du PCA 5 % froid. Il est
finalement extrait par du PCA 5 % &3 70 °C pendant 20 minutes. Les surna-
geants, lavages et extraits sont conservés au froid (-40V°C] en vue de
1'estimation ultérieure de la radiocactivité acido-soluble et acido-préci-

pitable.

XI1I. ETUDE BIOCHIMIQUE DU SORT DE DNA BACTERIENS RADIOACTIFS APRES
PLUSIEURS DIVISIONS CELLULAIRES

Aprés la période d’'incubation en présence de DNA bactérien radio-

actif (comme en XII), les cellules sont centrifugées puils lavées 2 fois
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dans du NaCl 0,14 M. Elles sont ensuite resuspendues dans du milieu de
culture frais de telle sorte que la concentration cellulaire soit compa-
‘rable & la concentration cellulaire du milieu de cuiture avant 1l'incubation
avec le ONA radiocactif. On ajoute alors du DNA {concentration finale

30 ug/ml) identigue & celui qui a servi & l'expérimentation mais non
radioactif, et la culture est poursuivie dans les conditions normales de
température et d'éclairage pendant 48 heures pour 0. danica et P. cruentum
et pendant 72 heures pour E. gractlis, P. helvetica et S. obliquus. Les
cellules sont ensuite centrifugées et conservées & -40 °C jusqu’ad 1l'ex-

traction et la purification du DNA.

XIV. IRRADIATION DE SCENEDESMUS OBLIQUUS

Les conditions d’irradiation ont été établies en fonction des

travaux de OZENDA (1965]).

La culture d’algues (25 ml) contenue dans une fiole de 125 ml est
irradiée par le fond et par des rayons X & l'aide d’un appareil Philips
RT 250. Nous avons utilisé un filtre en cuivre de 0,35 mm d’'épaisseur,

1'appareil étant placé sous une tension de 250 kV et un ampérage de 14,5 mA.

Bans ces conditions, 3 20 cm de la source d'émission, nous avons
obtenu une irradiation de 720 R par minute et une couche de demi-absorption

de 125 mm de Cu.
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Doses utilisées :

Dose (R) Temps (min)
A : 1000 : 1,39/100
B : 2000 . 2,78/100
C: 4000 5,55/100

XV. AUTORADIOGRAPHIE (GUDE, 1968)

A. Sur frottis

Apreés incubation avec les DNA radioactifs, les cellules sont
lavées, resuspendues dans du NaCl 0,14 M et étalées sur des lames de mi-
croscope gelatindes. Apres séchage a températurs ordinaire. le matériel
est fixé pendant 1 nuit aunfroid par le fixateur de CLARKE (1851) : alcool-

acide acétique, 3 : 1.

Les lames sont conservées dans de l'alcool & 70 % & 4 °C jusqu’a

o\

application de l’émqlsion. Nous avons suivi la méthode dite de "dipping”

de JOFTES et WARREN (1955). Les lames sont séchées 3 température ordinaire.
L'émulsion sous forme de gel (L4-Ilford) est diluée par une méme quantits
en poids d'eau distillée. Elle est placée dans un bain-marie 3 49 °C

dans 1'obscurité, est ensuite filtrée sur gaze pour éliminer les agrégats

et les bulles d’air en suspension.

Les lames sont plongées dans cette émulsion, mises & sécher sur
un portoir pendant 1 heure environ & température ambiante, puis rangées

dans une bolte 3 lames de microscope contenant un dessicatif (Drierite).
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{a bolte est scellée par une bande adhésive et placée en chambre froide

a 4 °c.

Aﬁrés une période d'exposition adéguate, les lames sont plongées
pendant 7 min & 18 °C dans un révélateur 0 18 (Kodak), ensuite pendant 30
secondes dans un baind’arrét d'acide acétique &8 1 %. L'émulsion est alors.
fixée pendant 2 min 3 20 °C (acid-fixer Kodak). Les préparations sont

~

lavées 3 1’eau courante pendant 30 min, puis séchées & température ambiante.

Coloration. Les cellules sont colorées suivant la technigue de JOHANSEN
{1940), adaptée & notre matériel particulier. Toutes les opérations

s'effectuent 3 température ordinaire :

1. Les lames sont plongées dans une solution de Safranin 0 (Gurr) &

1 % dans de 1'’alcool & 50 %, pendant 1 jour.
2. Elles sont ensuite lavées & l'eau courante pendant 5 minutes.

3. Elles sont plongées dans une solution aqueuse fraichement préparée

de crystal violet (Chroma) & 1 %, pendant 4 heures.
4. Elles sont lavées dans de 1l’eau courante pendant guelques minutes.

5. Elles sont ensuite plongées dans une solution saturée agueuse

d’Orange G (Merck] pendant 5 minutes.

6. Elles sont rincées rapidement pendant gquelques secondes avec de 1'eau,

de 1l'alcoal 3 95 % et enfin de 1'alcool absolu.
B. Sur coupes

Pour obtenir une localisation plus précise des grains d'argent,

une étude autoradicgraphique a également été faite sur coupes semi-fines
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de 2 um préparées suivant la méthode décrite au chapitre suivant (micros-
copie électronigue, techniqué par filtration sur filtre Millipore). Les
coupes sont déposées séparément sur une goutte d'eau bidistillée placée
sur une lame de microscope gelatinée ; les lames sont mises & sécher puis

1'émulsion est appliguée comme décrit ci-dessus.

L'exposition et le traitement de 1'émulsion se faisant comme pour
les frottis, les cellules sont colorées & 1'aide d'une sclution agueuse

de Toluidine Bleu (Gurr) a8 1 %, pendant 15 min.

XVI. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE DE SCENEDESMUS OBLIQUUS

Deux méthodes nous ont donné des résultats satisfaisants :
A. Technique en tube 3 essai

Fixation. Les cellules sont mises en suspension dans une solution de glu-
taraldéhyde (Serval & 1 % dans du tampon cacodylate 0,1 M. La durée de la

fixation peut varier entre 1h30 et 18h (le plus souvent) (NILSHAMMAR et

WALLES, 1874).

La suspension est alors centrifugée pendant 10 min, et le culot
de cellules est lavé pendant 30 min, 2 fois avec du tampon cacodylate g,1 M.
Le culot est ensuite remis en suspension dans une solution de 0s0y & 1 %
dans l'eau bidistillée, pendant 2h. Aprés centrifugation, le culot est
lavé pendant 2 fois 20 min par de l'eau bidistillée. Une premiére colora-
tion est alors efFectuée en incubant les cellules pendant 4h dans une solution

aqueuse d'acétate d’'uranyl (Merck), a4 0,5 %. Les cellules sont lavées
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pendant 15 min par de l'eau bidistillée, elles sont ensuite déshydratées
par passages successifs dans des solutions alcooliques de plus en plus

concantrées :

03

pendant 15 min dans 1’'é&thanol 30 % (2 fois)

N

pendant 15 min dans 1'éthancl 50 % (2 fois)

o\®

pendant 1 nuit dans 1l'éthanol 70 (48 4 °C)

NS

pendant 20 min dans 1l'éthancl 80 % (2 fois)

pendant 30 min dans 1'éthancl 100 % (4 fois].

Les cellules (culot) sont ensuite traitées pendant 2 fois 30 min
par de 1'oxyde de propylé&ne (Fluka). A ce moment, le culot est retiré

délicatement du fond du tube & l’aide d'une speatule et déposé dans une

Nd

petite fiole contenant de la résine SPURR (13969} 3 10 % dans de 1'oxyde de
propyléne, ou il est fractionné mécaniguement en petits morceaux qui sont

traités successivement 3 température ambiante par :

du Spurr & 10 % dans de l’oxyde de propyléne pendant 1h, 2 fois
du Spurr a 20 % dans de 1l'oxyde de propylé&ne pendant 1h, 4 fois

du Spurr a 30 % dans de l'oxyde de propylé&ne pendant 1 nuit (sous hotte).

L'oxyde de propyléne s’évapore et le matériel se trouve finalement
en suspension dans du Spurr & 100 %. Les fragments sont brélevés. déposés
dans des gelules contenant du Spurr 3 100 % et mis au dessicateur pendant
1 journée, ce gqui permet aux petits morceaux de sédimenter lentement Jjusqgu'au

fond de la gelule. La polymérisation s'effectue alors & 60 °C pendant 18h

au moins.

Des coupes ultrafines de 40 3 80 nm sont obtenues & 1'aide d'un

microtome "Ultrotome III” (LKB), elles sont déposées sur des grilles



en cuivre pour microscope électronique.

Ces coupes sont colorées par de l'acétate d'uranyl (Merck) a
5 % aqueux pendant 10 3 20 min. Elles sont lavées & l'eau bidistillée

puis colorées au citrate de plomb (REYNOLDS, 1863) & 1 % pendant 3-4 min.

L'examen des coupes a été fait au microscope électronigue

Philips E.M. 300.

B. Technique par filtration sur filtre Millipore

Le procédé est le méme gue pour la technique ci-dessus sauf
que les algues au lieu d'étre mises en culot par centrifugation, sont fil-
trées sur filtre Millipore de 0,10 um, aprés la fixation par le glutaral-

déhyde & 1 %.

De cette fagon, on obtient une couche de méme épaisseur dans
laguelle les algues sont toutes accessibles de la méme maniére aux réac-
tifs gui sont déposés délicatement sur le filtre et gui sont ensuite

aspirés au travers du filtre, aprés le temps d'incubation nécessaire.

Le filtre se dissous lorsqu'il est déposé dans l'oxyde de pro-

Pyléne et il ne reste qu'une fine pellicule composée d'algues.
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XVII. ANALYSE PAR REASSOCIATION MOLECULAIRE ET THERMO-CHROMATOGRAPHIE SUR
HYDROXYIAPATITE

Le ONA 3 analyser est dépolymérisé par l'action des ultra-saons
pendant 10 min avec un "Mullard Ultrasconic Power Unit"” (U.K.] et dénaturé
& 100 °C pendant 15 min en présence de ONA nan-radicactif (dépolymérisé

par action des ultra-sons) de M. lysodetkticus., dans une solution 0,4 M

en NaCl,0,01 M en Tris {(pH 7,4}, 1 % en SDS et 50 % en formamide.

L'échantillon est ensuite incubé & 51 °C. La réaction de réasso-
ciation est poursuivie de fagon & obtenir une valeur de Cot* égale & 100
par rapport au ONA non-radicactif de M. lysodetkticus. Elle est ensuite

arrétée par dilution de 1'échantillon avec du tampon phosphate (TP) 0,01 M.

L'échantillon est ensuite fractionné sur une colonne d'hydroxyla-
patite (HAP) suivant la méthode décrite par BRITTEN et KOHNE (1888) et par

BRITTEN et al. (1374).

La solution diluée, contenant le DONA réassocié, est déposée sur
une colonne (0,3 ml, volume tassé) chauffée 3 60 °C. La colonne est lavée

trois fois par 2 ml de TP 0,01 M.

Le DNA monocaténaire est ensuite élué avec trois fois 1 ml de

TP 0,12 M.

La thermo-chromatographie. du ONA réassocié est ensulte réalisée
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selon MIYAZAWA et THOMAS (1985). La température de la colonne est augmentée

par incréments de 5 °C. A chague pallier thermique, le DNA dénaturé est

* Cot : le produit de la concentration en DNA (exprimée en moles de nucléotides par litre) par le temps
d’incubation exprimé en secondes




€lué per deux fois 1 ml de TP 0,12 M préchauffé & la température de la

colonne.

La radioactivité des fractions éluées est déterminée par comptage

en scintillation liguide en présence de liguide scintillant (CEN/SCK, Mol).
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RESULTATS EXPERIMENTAUX

1. Etude et caractérisation de 1'acide désoxyribonucléique (DNA) bactérien

Pour pouvoir étudier la prise et suivre le sort de DONA exogéne

dans un organisme, il est nécessaire de pouvoir le différencier du DNA endogéne.

A cet égard, les ONA bactériens sont des matériaux de choix. En
effet, ils peuvent etre choisis en ?onction de leur densité en gradient de
CsCl de telle sorte que celle-ci soit différente de celle du DONA de
1’organisme récepteur. De plus, les DNA pactériens peuvent aisément 2tre

obtenus radiocactifs.

A. ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE

Nous allons donner un exemple d’estimation du poids moléculaire
d'un DNA extrait d'un culot de S. flava ATCC 540. Les résultats sont

rassemblés dans le tableau I (p. 42).

Le graphique obtenu en portant en ordonnée les valeurs de la
viscosité réduite (en dl/g) et en abscisse les concentrations correspon-

dantes (en g/dl} est illustré par la figure 1 (p.43).

L'intersection de la droite de régression la plus probable avec
‘'1'axe des ordonnées (extrapolation & la concentration égale & zéro), nous

donne une estimation de la valeur de la viscosité intrinségue DJ. Sur

la figure 1, nous obtenons une valeur pour [Hl égale & 180 dl/g.
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Fig. 1

Détermination du poids moléculaire du DNA de S. flava (EIGNER, 1968)
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Soit & l'aide de 1'abaque dessinée par EIGNER et DOTY (1965),
soit & 1'aide de la formule de CROTHERS et ZIMM (1865) (voir matériel et
méthodes ), nous obtenons pour cette valeur de [n]. un poids moléculaire de

52 x 106 daltons.

Le poids moléculaire des différentes préparations de DNA que nous

avons utilisé pour nos expériences varient de 10 & 60 x 108 daltons.

Nos préparations de ONA bactériens, purifiées par centrifugation
préparative en gradient de CsCl (FLAMM et al., 1968),contiennent moins de 1 % de

RNA et moins de 2 % de protéines ou acides aminés {(P. CHARLES, 1875]).

Les activités spécifiques des DONA radicactifs sont égales ou

supérieures & 1 x10% dpm/ug.

B. RECHERCHE DE DNA CIRCULAIRES

Le génome bactérien est constitué en général d’un seul chromosome

formé d'une longue double chaline circulaire d'acide désoxyribonucléique.

Chez certaines espéces, on a signalé la présence d’'éléments
génétigues extrachromosomiaux (facteurs de fertilité, facteur de résistance
aux antibiotigues ou aux métaux lourds, ...). Ces é&léments, pouvant 2tre

acquis ou perdus, ne sont pas essentiels & la survie des cellules (CLOWES,

1972).

Nous avons recherché la présence éventuelle de ces éléments
extrachromosomiaux (plasmides - LEDERBERG, 1952) chez les différentes

souches bactériennes gue nous avons utilisées.
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Cette recherche a été faite selon la technigue de centrifugation
en gradient de CsCl & pH neutre en présence de bromure d'éthidium (B.E.)

(RADLOFF et al., 1967 ; ZAENEN et al., 1874).

Le B.E. est un agent trypanocide qui forme un complexe avec le
ONA double~chaline (WARING, 1965) ; il s’'intercale entre les paires de
bases du DNA, ce gqui provoque un déroulement de la molécule de DNA, effet

représenté schématiquement par CRAWFORD et WARING (1867).

Le B.E. permet parfois de séparer des molécules de ONA possé-
dant des densités identiques, mais des conformations différentes. En
effet, pour une molécule de DNA circulaire fermée, la gquantité maximum de
molécules de B.E. pouvant s'intercaler sera ﬁoindre que pour une molécule
de DNA linéaire ou circulaire possédant une cassure. De ce fait, la
diminution de la densité sera moindre pour une molécule circulaire gque pour

une molécule linéaire.

Pour la préparation des culots bactériens radicactifs, nous avons
ajouté au milieu de culture normal de la thymine-6—3H et de la désoxyadénosine
(voir matériel et méthodes). La comparaison des courbes de croissance de
cultures radioactives (figure 2, p.46 )et non-radicactives (figure 3, p. 46},
montre que le temps de génération est augmenté assez significativement en
présence du précurseur radiocactif. Les résultats sont rassemblés dans le
tableau IT (p. 47) et comme on peut le constater, le temps de dégénération
est augmenté pour chacune des souches étudiées et cette augmentation est

plus importante pour les souches mut&es auxctrophes.

Les résultats de l’analyse des différents lysats par ultra-
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TABLEAU II

Valeurs des temps de génération pour quelques souches de Micrococcus

dans deux milieux différents

47.

Souche g dans milieu 9 non- g dans milieu radioactif
radioactif '
S. flava ATCC 540 5ha0 8000
M.1. ATCC 4698 5h30 v 6h00
M.l. trp C 23 8h30 8h30
M.l. trp E 18 12h00 15h00
M.l. his 25 189h00 36h00
TABLEAU III

Densités en CsCl des DNA circulaires (I) et lin8aires (II) de quelques

souches de Micrococcus et Sarcina

' Densité en CsCl [g/cm3]
Souche - :
I IT
M. lyscdeikticus ATCC 4638 1,725 1,731
S. flava ATCC 540 1,728 1,727
M. lysodetikticus trp C 23 1,725 1,727
M. lysodetkticus trp E 18 1,726 1,727
M. lysodetkticus his 25 1,728 1,728
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centrifugation en gradient de CsCl en présence de B.E. sont illustrés

par les figures 4, 5, 6, 7 et 8 (p. 48).

Dans chague cas, la distribution de la radiocactivité dans le gra-
dient est hétérogéne : & cdté d'un pic principal (II) correspondant au ONA

chromosomigue, nous observons un pic moins important (I).

Les fractions correspondant aux différents pics ont été rassemblées
en vue de leur analyse par ultracentrifugation en grandient de CsCl en
absence de B.E. cette fois. Les résultats, illustrés par les figures 9
et 10 (p.50 ) (M. lysodeikticus ATCC 4638), 11 et 12 (p.5a ) (S. flava ATCC 540),
13 et 14 (p.51 ) (M. lysodeikticus trp C23), 15 et 16 (p.51 ) (M. lysodeikticus
trp E16), 17 et 18 (p.52 ) (M. lysodeikticus his 25), sont rassemblés

dans le tableau III {p. 47)}.

Les pics "satellites” (I} représentent de 1 &8 3 % de la radio-

activité totale.

L'examen du tableau III (p. 47 ) montre que les molécules radio-
acfives du pic I ont pratiquement la méme densité en gradient de CsCl et
gue cette densité est tres voisinevde celle des molécules du pic II corres-
pondant au DNA chromosomique sauf dans le cas de M. lysodeikticus ATCC 4698

ol une différence de 6 mg/cm3 est observée.

Ces observations suggérent la présence dans les différentes souches

d'éléments circulaires extrachromosomiaux {(plasmides).

Le réle de ces plasmides n'est pas connu et leur étude génétigue

sort du cadre de notre travail.
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C. ETUDE GENETIQUE

l. -Transformation biologique

Les travaux de KLOOS et son groupe avaient montré qu'avec
M. lysodeikticus le succés et la reproductibilité des essais de transfor-
mation étaient trés dépendants du milieu de culture. Mierococcus accep-
tait de se développer sur certains agars notamment et pas sur d'autres.
Suite & leurs constatafions, KLOOS et SCHULTES (1869) choisirent le "Special

Agar Noble” de Oifco pour la croissance des Mierococcus.

Dans un premier temps, nous avons reproduit les expériencas de
KLOOS et al. (1988, 1870) en recherchant les meilleures conditions expéri-

mentales et en essayant plusieurs lots d'agar.

Les résultats de css différents essais sont rassemblés dans le
tableau IV (p. 54) et compte tenu de ces observations, nous avons utilisé
pour nos expériences ultérieures l'agar-agar 1614 de Merck,"purifié exempt

d’'inhibiteurs pour la microbiologie”.

Ces essals nous ont permis de confirmer les résultats de KLOOS
sur M. lysodeikticus trp E 16 et ISU ade™ (1963a), c’'est-a-dire, 1l'existence
d'une phase de compétence ainsi que le montrent les résultats rassemblés
dans le tableau V (p.54 ) et illustrés dans la figure 19 (p.55 ).

2. Etude biochimique de la prise de DNA radioactifs homologue et hétérologue

Pour cette étude, nous avons utilisé du DNA radiocactif de

S. flava ATCC 540 (M. luteus) (activité spécifique 1 x 108 dpm/ug) et du



TABLEAU IV

54.

Influence de différents agars sur les résultats de la transformation de

M. lysodetkticus

Type d'agar Transformés x 1073 [Comptes viables Fréquence de
par ml (C.V.) x 10=7 par |transformation
ml en %
Bacto-Agar (Difco) 0 0 -
Purified Agar 1,6 5,0 0,003
’ {(Difco)
Special Agar Noble 1,2 4,9 0,002
(Bifco)
Agar-Agar 1613 1,3 5,8 0,002
{(Merck)
Agar-Agar 1614 32 7,4 0,043
{(Merck]
Ion-Agar (0Oxoid) 0,81 5,6 0,001

TABLEAU V

Etude de la transformation en fonction de la croissance, de M. lysodezkticus

trp C 23 par du DNA de S. flava ATCC 540

Point (heure) D.0. culture | Réversants Transformés C.V. Fréquence
(620-865 nm) | par ml par ml x 10~7 transfo
: par ml en 7%
14 0,225 350 4 000 1,8 0,020
19 0,350 390 11 000 3,4 0,031
25 0,660 1000 110 000 8,1 0,135
28 0,900 800 220 000 13 0,170
31 1,20 900 410 000 28 0,146
34 1,60 110 530 000 86 0,082
40 1,90 220 33 000 150 0,0022
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Fig. 19 : pourcentage de transformation en fonction de la croissance chez M. /ysodeikticus trp C23
Fig. 20 : pourcentage de transformation , prise de DNA 3H de S. flava et de £. cofi en fonction de
la croissance chez M. /ysodeikticus trp C23
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DONA de E. col? CR 34 (activité spécifique 1.6 x 10% dmp/ug).

Les cellules ont été incubées pendant 60 minutes dans le milieu
de transformation (KANE et KLOOS, 1370) contenant le ONA radicactif (con-
centration 10 ug/ml) & différents moments de la courbe de croissance. Les

cellules ont ensuite été lavées et traitées par la DNase.

Une estimation de la radioactivité acido-précipitable nous donne
une idée de la quantité de matériel radioactiF ayant été absorbé par les
cellules. Une étude faite en paralléle sur des aliquots des différents
échantillons montre gue, dans nos conditions expérimentales, les fré-
gquences de transfcrmation étaient semblables & celles observées lors de

nos précédentes expériences.

Les résultats rassemblés dans le tableau VI (p.57 ) et illustrés
par la figure 20 (p. 55 ) montrent un pic de compétence situé entre la 228me

et la 256me heure de croissance.

L'analyse des résultats montre sur la courbe de radiocectivité
totale en fonction du nombre d'heures de culture, un plateau gqui correspond
aux temps ol les plus hauts pourcentages de transformation sont observées !
Toutefois,si cette radicactivité est‘rapportée 3 la radigactivité exprimée
en nombre de coups par cellules viables, la courbe prend une toute autre
allure et dans ce cas la quantité de radicactivité diminue en fonction du

temps de croissance.

Dans les cellules incubées avec le DNA de EF. colZ, la guantité
de radioactivité retrouvée est environ trois fois inférisure & celle ob-

serveée lorsque les cellules sont incubées avec le DONA de S. flava ; en
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tenant compte de ce que l'activité spécifique du DNA de E. coli était
supérieure & celle du DNA de S. Fflava, on peut estimer que les cellules
absorbent environ cing fois moins de DNA de E. coli gque de DNA de S. flava,

sous forme polymérisée.

3. Etude de 1'état de polymérisation de DNA 3H dans les cellules de
M. lysodeikticus trp C 23

En vue d'étudier la nature de la radiocactivité présente dans les
cgllules apreés incubation avec les DNA radiocactifs, nous avons répété ces
expériences pour un temps de la courbe de croissance, et en utilisant deux
ONA différents obtenus & partir de S. flava (activité spécifique :

1 x 10% dpm/ug) et de E. col? (activité spécifique:0,8 x 108 dpm/ug).

La concentration en ONA du milieu d’incubatiaon étant de 10 ug/ml

pour le DNA de S. flava et de 50 ug/ml pour le ONA de E. colZ.

Les cellules utilisées provenaient d'une culture de M. lysodeikticus
trp C 23 arrivée 2 une 0.0. de 0,83, et avec lesguelles nous avons observé
une bonne fréquence de transformation, égale & 0,26 % (7,3 x 10* trans-
farmés par ml pour 2,8 x 107 cellules viables par ml, avec 130 révertants
par ml). Les cellules ont &té incubées pendant 60 min dans le milieu de
transformation contenant les différents ONA, elles ont ensuite été lavées

et traitées 3 la DONase.

Les DNA extraits des différents échantillons ont été

analysés par centrifugation en gradient de CsCl.

Les résultats sont illustrés par les figures 21 et 22 (p. 39 ).
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Analyse en gradient de CsC! du DNA extrait des cetlules de M. /ysodeikticus trp C23 aprés incubation :
Fig. 21 : avec du DNA 3H de S. flava
Fig. 22 : avec du DNA 3H de £. coli

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?3), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?)
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Dans le cas des cellules traitées par 1le DNA de S. flava., on
observe {(figure 21, p.59 ) un pic de radicactivité correspondant & des
molécules dont la densité est égale &1,731 g/cm3, densité trés voisine

de celle du DNA de S. flava (M. luteus) mais aussi de M. lysodeikticus.

Par contre, dans le cas des cellules traitées par du DNA de
E. coli (figure 22, p.538 ), la radiocactivité est portée par des molécules
dont la densité est égale &1,708 g/cm3, densité du ONA de E. coli. Dans
ce cas, il semble gque l'on puisse conclure que des molécules pas ou peu

modifiées de E. col? ont &té prises par les cellules de M. lysodetkticus.

4. Essais de transformation hétérologue

Les résultats précédents ayant montré que du DONA de E. colZ
pouvait &tre pris intact ou peu modifié par les cellules de M. lysodeikticus
trp C 23, nous avons voulu voir si le DNA de E. coli pouvait transformer

ce mutant de M. lysodeikticus.

Nous avons utilisé des celluyles provenant d'une culture dont la
D.0. était égale a 1,5. La concentration des DNA dans le milieu de trans-
formation était de 10 ug/ml pour le DNA de S. flava, tandis gue nous uti-
lisions trois concentrations différentes pour le DNA de E. coli P4 x Jex 8 :

100 et 200 ug/ml.

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau VII (p.61 ).
Alors gue la frégquence de transformation était particulidrement élevée
lorsque les cellules avaient &té traitées par le DNA de S. flava, la fré-

quence de transformation observé avec les cellules traitées par le DNA de

50,
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E. coli a la concentration la plus élevée (200 pug/ml) n'est pas significa-
tivement différente de la fréquence de réversion de la souche utilisée

et qui est égale & 1-2 x 10°8% % environ.

5. Les génes adénine et tryptophane sont-ils liés chez S. flava ?

La souche S. flava (M. luteus)ATCC 540 est adénine dépendante ;

nous avons donc ajouté de l'adénine & nos boites minimales, pour per-

mettre la croissance des bactéries trp~ devenues trp” et peut-&tre ade”.

Pour voir s'il existait une liaison entre les génes adénine et
tryptophane de S. flava,nous avons mis en culture sur boites contenant le
milieu S supplémenté d'adénine, des colonies transformées apparues sur .
boites contenant le milieu 9 supplémenté d'adénine. Nous avons effectué
des répliques & partir de ces boites, sur boites avec du milieu minimal

et sur boites avec milieu minimal supplémenté d'adénine.

Nous n'avons observé aucune différence, ni dans le temps d’'appa-
rition ni dans le nombre des colonies gui se multipliaient sur les diffé-

rents milisux.

Nous pouvons donc conclure gque les geénes adénine et tryptophane

ne semblent pas &tre liés chez S. flava.
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CONCLUSIONS

Nous avons mis en évidence 1l'existence de DNA circulaires,dans toutes

les souches de Micrococcus gque nous possédions.

Pour M. lysodetkticus ATCC 486398, le DNA circulaire posséde en gradient

de CsCl une densité égale & 1,725 g/cm3, légeérement différente de celle

du DNA chromosomique (1,731 g/cm3). Pour les autres souches, les densités
en gradient de CsCl des DONA circulaires et chromosomiques sont sensible-

ment égales et voisines de 1,726 g/cm3.

Nous avons étudié le pouvoir transformant du DNA de S. flava (M. luteus)
ATCC 540 sur la souche de M. lysodetkticus trp C 23 tryptophane dépendan-
te, et avons obtenu des résultats comparables é'ceux de KLOOS : existence
d’'une phase de compétence en fin de croissance'exponentielle. obtention de

9,

fréguences de transformation supérieure & 0,1 % au pic de compétence.

Nous avons étudié, avec la souche M. lysodeikticus trp C 23, la prise de
ONA 3H de S. flava (M. luteus) et de E. coli en fonction de la courbe de
croissance.Nous avons observé une prise plus importante (radiocactivité

totale) au moment du pic de compétence.

L’analyse en gradient de CsCl a montré 1l’existence de molécules de ONA de

E. coli peu ou pas modifiées dansles cellules de M. lysodeikticus trp C 23.

Lors des essais de transformation de M. lysodetkticus trp C 23 par le
DNA de E. coli, la fréquence de transformation hétérologue était trés

faible et pas significativement différente de la fréguence de réversion.




5. Nous avons montré que, dans nos conditions expérimentales, les génes
adénine et tryptophane de S. flava (M. luteus) ATCC 540 n'apparaissent

pas comme liés.

64.



IT. Caractérisation du DNA des différentes souches d'algues utilisées

Le but de notre travail étant d’€tudier la prise et le sort de
CNA bactérien chez certaines espéces d'algues pro- et eucaryotes, nous
devions avant toute autre chaose, caractériser le ou les DNA des organismes

étudiés.

Cette caractérisation a été faite en analysant par centrifugation
en gradient de CsCl, les différentes fractions obtenues lors de la purifi-

cation de 1'extrait cellulaire par filtration moléculaire sur gel d'agarose.

Par chromatographie sur gel d'un extrait partiellement purifié,
on observe deux grandes classes de holécules absorbant la lumiére U.V. :
les premiéres, éluées au volume mort, sont constituées de matériel de haut
poids moléculaire (dont le DONA), les secondes éluées plus tard (& un
valume d'élgant correspondant & environ trois fois celui du volume mort)
sont constituées de matériel de faible poids moléculaire (protéines, nu-
cléotides, acides aminés, pigments, etc.). Les différentes fractions
qul constituent les deux pics principaux ont été rassemblées et analysées

séparément.

A. Anacystis nidulans

Nous avaons testé différentes méthodes déja publiées pour lyser
les cellules d'4. nidulans (CRAIG et al., 1963 ; SHESTAKQOV et KHYEN, 13970 ;
STANIER et al., 1871 ; DMITRIEV et GRODZINSKY, 1875). Comme ces méthodes

ne semblaient pas gquantitatives, nous avons mis au point une méthode plus

85.



satisfaisante {(voir matériel et méthodes).

La figure 23A (p. 67 ) illustre les résultats de la chromato-

graphie sur gel d'agarose d'un extrait cellulaire radiocactif.

Les fractions 6-7 et 8 (18T pic) ont été rassemblées et analysées
par centrifugation en gradient de CsCl, en présence de références de den-
sité non-radiocactives. Les résultats sont illustrés par la figure 23B
(p. 67 ) : un pic présentant une absorption U.V. et une radicactivité
significative est observé: ; il correspond & une densité de 1,714 g/cm3.

Ce résultat est en accord avec ceux de EDELMAN et al. (1867]) et de KUNG

st al. (1972).

Les fractions 15 & 23 (2® pic d'agarose, figure 23A ,p, 67 ),
ont été rassemblées et l'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
é donné les resultats illustrés par la figure 23C (p. 87 ). Dans ce
cas, an n'observe pas de pic autre gue ceux qul correspondent aux DNA
ajoutés comme référence de densité ; d'autre part la radiocactivité est

distribuée sur tout le gradient.

La quantité de DNA contenue dans une cellule a été déterminée
approximativement, en divisant la quantité totale de DNA retrouvée apres
€lution de la colonne d'agarose, par la guantité de cellules & partir des-
guelles le DNA a été préparé. Nous obtenons pour A. nidulans une valeur
moyenne de 0,028 x 10-8 ng de DNA par cellule, ce gui est assez proche
des 0,030 x 1078 ug déterminés par colorimétrie par CRAIG et al. (18968).
Cependant, d’aprés des résultats non publiés de MANN et CARR (cités par

LEACH et HERDOMAN, 1873), la guantité de ONA par cellule varierait assez

B6.
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Fig. 23A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d’un lysat d’ A. nidulans.
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fortement selon le taux de croissance d'A. nidulans, ce gui rendrait assez

difficile 1'établissement d'une valeur absoclue.

Le meilleur marquage radioactif du ONA a été obtenu avec
1'uracile-6-3H, ce gui est en accord avec les résultats de GLASER et al.
(1873). Avec ce précurseur radicactif, nous avons obtenu des activités

spécifiques élevées, en moyenne 4 x 106 dpm/ug.

Par contre, la thymidine-E—3H et 1l'adenine-2-3H sont trés peu
incorporées dans le DNA et les activités spécifigues obtenues sont de
1'ordre de 15 000 dpm/ug. RESTAINO et FRAMPTON {1975} ont montré 1l'absence
de thymidine phosphorylase et de thymidine kinase chez 4. nidulans, ce

qui explique la faible incorporation de thymidine.

Lors de la purification sur gel d'agarose d’'un extrait cellulaire
cbtenu aprés la lyse compléte des cellules par un autre procédé (voir maté-
riel et méthodes), nous obtenons un diagramme qui & la méme allure gue
celui illustré par la figure 23A (p.” 67 ). Mais l'analyse par centrifuga-
tion en gradient de CsCl des molécules du premier pic donne un résultat
(figure 24 , p. 69 Jdifférent de celui illustré par la figure 23B (p. 87
En effet, sur la figure 24 (p. B8 ), nous observens en absorption U.V.

& 254 nm trois pics I, II et III, représentant des molécules sédimentant
respectivement & des densités égales & 1,580 (I}, & 1,714 [IIj et 8 1,730
(III) g/cm3. L'examen de la figure 24 (p. 69 ) montre également gue les

activités spécifigues de ces différentes molécules sont trés différentes.

On sait que des molécules de poids moléculaire élevé (glycogeéne,

polysaccharides, ...) saont éluges de la colonne d'agarose en méme temps*

68.
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gque le DNA et les travaux de COUNTS et FLAMM (1966), de YBUNG et JACKSON
{1968) et de PRITCHARD et al. (1971) ont montré que ces melécules cnt en

gradient de CsCl une densité gui est proche de celle du DNA.

Nous avons essayé d'identifier les molécules des pics I et III
dans le but de savoir s'il s’agissait de ONA satellites ou de constituants

cellulaires co-élués avec le DNA et gui pourraient simuler des DNA satellites.

Les essais d'identification ont &té effectués a l'aide de plusieurs

technigques complémentaires

1. Chromatographié sur colonne de concanavaline A-sepharose.

2. Chromatographie sur colonne d’hydroxylapatite.

3. Centrifugation en gradient de CsCl & pH 12.0.

4. . Centrifugation en gradient de CsCl & pH neutre aprés action de la ONase
pancréatique.

5. Centrifugation en gradient de CsCl & pH neutre aprés action de 1'a-
amylase.

6. Analyse chimigue.

I. Certains polysaccharides, contenant du glucose, du fructose ou du
mannose comme groupe terminal, peuvent &tre séparés du DNA par chromato-

graphie sur colonne de concanavaline A-sepharose 4 B (EDELMAN, 1875).

Le premier pic obtenu lors de la purification de 1'extrait
cellulaire par filtration sur gel d'agarose (figure 23A, p. 67 ) a été
chromatographié sur une colonne de concanavaline A-sepharose 4 B. Les ré-
sultats sont illustrés par la figure 25A (p. B9 } 3 on peut voir gue

les deux premiéres fractions, désorbées avec la solution de SSC normal,
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contiennent la plus grande partie du matériel aussi bien en absorption U.V.

qu’en radiocactivité.

Lors de 1'élution avec la solution de a-méthylmannoside, seule
la premiere fraction contient du matériel, absorbant dans 1'U.V. & 258 nm

ou 320 nm.

L'analyse par centrifugation en gradient de CsCl du matériel
désorbé par le SSC normal est illustrée parla figure 258 (p. 83 ). On
abserve en absorption U.V. deux pics correspondant aux densités 1,714 et

1,730 g/cm3 respectivement.

Sur la figure 25 (p. 683 ) sont illustrés les résultats de
1'analyse eﬁ gradient de CsCl du matériel désorbé de la colonne par l'a-
méthylmannoside. On cbserve un seul pic en dehors de ceux corrsspondant
- aux ONA ajoutés comme référence de densité. Les résultats suggérent qu’'il
s'agit dans ce cas de polysaccharide et non de ONA. La figure 25C
{p. 89 ) montre gue ces molécules du pic I sont légérement radicactives ;
O0BSON et COOPER (1871), utilisant la thymidine-Z-I“C, ont aobservé une
incorperation de radicactivité danms le glycogéne des foies de souris. Dans
notre cas, il est aussi permis de croire gue certains produits de dégra-
dation du précurseur radioactif sont utilisés pour la synthése des poly-

saccharides.

2, La Ffiltration sur hydroxylapatite suivant la technigue de BERNARDI (189851},

ne permet pas de séparer le composé du pic III du DNA.

3. Lors de la centriFugatidn en gradient de CsCl & pH 12,0, on observe

une importante augmentation (62 mg/cm3) de la densité des ONA. Cette
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augmentation est due & la dénmaturation par rupture des liaisons hydrogénes

et & lasaturation 4e groupements de certaines bases par des ilons césium.

Aprés centrifugation & pH 12,0, un seul pic est observé (figure Z6A
p. 73 ) correspondant & des molécules sédimentant & une densité égale &
1,774 g/cm3. Cette valeur de densité est trés proche de celle qui est
attendue lorsqu'on sédimente en gradient de CsCl & pH 12,0 des molécules
de DNA qui ont, en gradient de CsCl & pH neutre, une densité égale 3

1,714 g/cm3.

Ces résultats permettent de dire que les molécules correspondant

aux pics I et III ne se comportent pas en gradient de CsCl & pH 12,0,

comme des molécules de DNA.

4, L'action de la ONase sur les molécules (I, II et III), &luées au volume
mort de la colonne d'agarose, est étrange. En effet, au vu des résultats
précédents, naus nous attendions & ce gue seules les molécules correspaon-
dant au pic II soient sensibles & 1'action de la ONase. Mails comme le mon-
trent les résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
aprés action de la DNase (figure 26B , p. 73 J, un seul pic est observé
en absbrption & 254 nm, correspondant aux molécules dont la densité est

égale & 1,680 g/cmd.

L'action de la DNase sur les molécules III (de densité 1,730 g/cm3)
isolées et purifiées se fait sans augmentation d'absorption U.V., c'est-a-
dire, sans effet hyperchrome, ce qui suggére la nature non-acide désoxyri-

bonucléique de ces molécules.
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5. Nous avons également étudié l'’action de l'a-amylase sur le mélange

des molécules des pics II et III, de densités respectives 1,714 et

1,730 g/cms. La figure 27A (p. 75 ) illustre l'analyse par centrifu-
gation en gradient de CsCl du mélange témoin, avant 1'action de l'a-amylase
et la figure 27B (p. 75 ) illustre celle du mélange aprés action de
1'a-amylase & 40 °C pendant 30 min. Nous voyonquue seules les molécules
du DNA d'A. nidulans (pic II), de densité égale & 1,714 g/cm3, résistent

a8 cette action.

Les résultats obtenus avec les différentes méthodes d'analyse
montrent clairement qu’il n'existe chez 1'algue unicellulaire Anacystis

nidulans qu’une espéce de DNA dont la densité est égale & 1,714 g/cmS.

Lorsgue la lyse des cellules est obtenue par 1l'action de certains
enzymes, on observe par analyse en gradient de CsCl, & coté d'un pic prin-
cipal correspondant au DNA, des pics parasites. Ces pics parasites con-
taminant gqui simulent parfaitement des DNA satellites (identifiés chez
beaucoup d’organismes actuellement) sont constitués chez 4. nidulans de
substances & haut poids moléculaire gqui accompagnent le ONA lors de la purifi-
cation sur gel d'agarose et gqui ont en gradient de densité de CsCl une
densité proche de celle du ONA. Ces substances ont pu &tre identifiées

comme &tant de type polysaccharide.

6. Nous avons essayé d’analyser completement les molécules du pic III, de

-

densité égale 3 1,730 g/cm3, que nous pouvions isoler en grande guantité.

Il est possible d'isoler ces molécules par centrifugation prépara-

tive selon FLAMM et al. (1968). Les résultats, illustrés par la figure 28
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Analyse en gradient de CsC! du DNA d’ A. nidulans avant (A) et aprés (B) digestion par I’e-amylase.
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de C/. perfringens {1,691 g/lem3).




28

76.
30.000- T
!
S !
a |
r I
a ‘0.5 r\.m
v .
Cl : il
P i/
2 (VAR
I
s toooof I -
= -
1 |
0
0 50 100
N® des tractions
29
e
o
A
2004
L U
>
°
[}
b4
h -]
(]
[+ 4
0 50 100 iz

N® des fractions

Fig. 28 et 29

Fig. 28 : centrifugation préparative du DNA d’ A. nidufans (FLAMM et al., 1969).
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(p. 78 ), montrent que les espéces moléculaires sont bien séparées apfés
centrifugation & 1l'équilibre. Le chevauchement des pics est faible ainsi
que le montre la figure 29 (p. 76 ) gui illustre les résultats obtenus
lorsqu’con recentrifuge les fractions correspondant au pic III. En absorp-
tion U.V. & 258 nm, on n'observe pas de pic & la position correspondant

a la densité de 1,714 g/cm3. A cette position, on observe seulement un
petit pic en radiocactivité, ce qui, vu 1l'activité spécifique élevée du

ONA, ne correspond gqu'a une trés faible guantité de DNA.

L’analyse par chromatographie du polysaccharide, hydrolysé par

o,

HC1, montre que 91 % des monosaccharides trouvés sont de type glucose.

Le polysaccharide a été perméthylé et les éthers méthyliques
ont été identifiés par chromatographie en phase gazeuse sur colonne de
Carbowax 8000 & 3 %, aprés une réaction de méthanolyse. Au point de vue
analytiqué, les diagrammes obtenus & partir du glycogéne {utilisé comme

référencelet du polysaccharide sont superposables, c'est-a-dire, que nous

trouvons des liaisons 1-4 avec des ramifications 1-8.

Au point de vue guantitatif, par analyse des surfaces des pics,
il semble gue le polysaccharide extrait d'4. nidulans soit moins ramifié

gue le glycogéne.

B. Euglena gracilis

Les cellules d'E. gracilis sont sensibles au SDS (MARMUR, 1861)
et un contrdle effectué par examen au microscope optigue a montré gu'apres
addition du détergent, il n'y avait plus de cellules entiéres dans le

milieu.
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La figure 30A (p. 79 )} illustre les résultats de la chromato-

graphie sur gel d’agarose d’'un extrait cellulaire radicactif.

L'analyse des fracticns 6-7, par centrifugation en gradient de
CsCl montre (figure 30B ,p. 7% ) un pic en radicactivité et en absorp-
tion U.V. situé & une densité égale & 1,707 g/cm3. et un épaulement situé
approximativement & une densité égale 2 1,684 g/cm3. Ces résultats sont
en accord avec ceux de BRAWERMAN et EISENSTADT (1964) et de EDELMAN et al.

(1864).

L'analyse des fractions 16-18, correspondant au 2eme pic d’'agarose
(figure 30A , p. 78 ), par centrifugation en gradient de CsCl, montre

bqu'il n’y a aucune molécule gui sédimente dans le gradient (figure 30C ,

p. 79 ).

La quantité de DNA par cellule, estimée & 2,1 x 1078 pg, a une
valeur proche de celle (2,3 x 108 pg) trouvée par SMILLIE et KROTKOV

{1860) et par EDMUNDS (1864).

L'uracile-6-3H et 1'adenine-2-3H sont les mieux incorporés dans
le ONA d'E. gracilis et nous obtenons des activités spécifiques se situant
aux envirans de 80 000 dpm/ug. Par contre, la radioactivité spécifique
du DNA 3H est faible, de 1'ordre de 7000 dpm/ug, lorsque la thymidine-8~3H

est utlilisée comme précurseur radioactif.

C. Ochromonas danica

a

Les cellules d'0. danicea sont sensibles & l'action du SDS. La

lyse des cellules est immédiatement suivie d'une précipitation des acides
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Fig. 30A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d‘un lysat d’ E. gracilis.
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nucléigues par l'alcool dans le but de dénaturer et d'inactiver les

nucléases relachées dans le milieu et gui sont particulierement actives.

La figure 31A (p. 81 ) illustre les résultats de la filtra-
tion moléculaire sur gel d'agarose d’un extrait radiocactif partiellement

purifié.

Les résultats de l'analyse par centrifugation en gradient de
CsCl des fractions 5-7, sont illustrés par la figure 31B (p. 81 ).
On observe en radiocactivité un pic principal correspondant & une densité
de 1,704 g/cm3 et un pic satellite correspondant & une densité de
1,680 g/cm3. Une analyse par centrifugatioh analytique a confirmé ces
résultats (figure 310, p. 81 ). La planimétrie montre gue le DNA
satellite représente environ 15 % du ONA cellulaire total. Mais si nous
calculons le pourcentage & partir de la figure 31B (p. 81 )}, nous arri-

vons 3 une valeur de 35 % environ, ce qui indigue que lss deux ‘espéces

moléculaires n’'ont pas les mémes activités spécifiqgues.

Les fractions 17-22, correspondant au second pic d'agarose(figure
31 A, p. 81 ), sont composées de molécules ne sédimentant pas dans le

gradient de densité (figure 31C ,p. 81 ).

La guantité de DNA par cellule est estimée & 0,20 x 1076 ug

environ.

Nous obtenons des activités spécifigues de DONA élevées par
incorporation de thymidine-6—3H ou d’adénine-2-3H, variant de 1 & 1,5 x 108
dpm/ug. L'uracile-6-3H est assez bien incorporé également, puisgue nous
obtenons avec ce preécurseur des activités spécifigues gui sont de l'ordre de

5 x 105 dpm/ug.
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Fig. 31A : filtration moléculaire sur gel d’agarose d’un lysat de Q. danica.

Analyse en gradient de CsC! des fractions 5 & 7 (Fig. 31B), et des fractions 17 4 22 (Fig. 31C).

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de C!. perfringens (1,691 g/cm3).

Fig. 31D : ultra centrifugation analytique en gradient de CsCl du DNA purifié d’ O. danica en
présence de DNA de phage 2C.
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D. Polyedriella helvetica

La figure 32A (p. 83 ) illustre les résultats de la chroma-
tographie sur gel d'agarcse d'un extrait cellulaire radiocsctif partielle-

ment purifisé.

Les fraction 6-8, correspondant au 18F pic d'agarose, ont été
rassemblées et analysées par centrifugation en gradient de CsCl. Les ré-
sultats sont illustrés dans la figure 32B (p. 83 ) et on peut voir sur

=

le graphigue que la radicactivité aprés centrifugation & 1’'équilibre est

distribuée en deux pics : 1'un, principal, correspondant 3 une densité

de 1,712 g/cm3 et le second & une densité de 1,703 g/cmS.

Le diagramme densitométrique obtenu aprés centrifugation analy-
tigue montre le méme résultat (figure 328 , p. 83 )} : un pic principal
de densité égale & 1,712 g/cm3 et un petit pic satellite correspondant

4 une densité approximative de 1,703 g/cm3.

=

Le pic satellite, par estimation & partir du tracé de la densité
optique, ne représente gue 3 % du DNA total, tandis que si 1'estimation est
faite & partir des courbes de distribution de la radiocactivité (figure 328,
p. 83 ), le pic satellite représente 3 peu prés 30 % du DNA total. Les
deux especes de molécules ont donc des activités spécifiques trés diffé-

rentes ce qul laisse supposer gue leurs vitesses de synthése sont aussi tras

différentes.

L'analyse des fractions 18-22 du second pic d’agarose (figure 32A,
P- 83 ] montre gue le matériel, contenu dans ces fractions, ne sédimente

pas en gradient de densité (figure 32C, p. 83 ).
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Fig. 31TA : filtration moléculaire: sur gel d’agarose d’un lysat de P. helvetica

Analyse en gradient de CsC! des fractions 6 a 8 (fig. 32B), et des fractions 19 a 22 (fig. 32C).
Références de densité ;: DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de M. lysodeikticus (1,730 g/cm
DNA de 8. subtilis (1,703 g/cm®), DNA de C. perfringens (1,691 g/cm?)

Fig. 32D : uitra centrifugation analytique en gradient de CsCl du DNA purifié de P. helvetica en
présence de DNA de phage 2C
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La guantité de DNA par cellule est estimée 3 environ

0,25 x 10°8 ug.

Les essals d'incorporation de précurseurs radicactifs montrent
gue c'est 1'adénine-2-3H qui est la mieux incorporée et nous obtenons avec
ce précurseur des activités spécifiques de l'ordre de 1,4 x 108 dpm/ug.
Avec 1'uracile-6-3H, nous obtenons des activités spécifiques moins é&levées

>

égales & environ 3 x 105dpm/ug. L'incorporation de la thymidine—6-3H gst

-

trés faible, les activités spécifigues du ONA étant égales & 2000 dpm/ug.

En utilisant le procédé d'extraction avec lequel nous aobservions
les contaminants de type polysaccharides chez 4. nidulans, nous avons
trouvé un contaminant chez P. helvetica sédimentant en gradient de CsCl a
une densité égale & 1,728 g/cm3, n'incorporant pas les précurseurs normaux

des acides désoxyribonucléiques.
E. Porphyridium cruentum

Les résultats de la filtration sur gel d’'agarose d'un extrait

cellulaire radicactif sont illustrés par la figure 33A (p. 85 J.

=

Les fractions 8 & 11 ont é&té rassemblées et analysées par centri-
fugation en gradient de CsCl ; les résultats sont illustrés par la figure 338
(p. 85 ). L'absorption dans 1'U.V. et la raaioactivité sont distribuées
egn deux pics : le pic principal sédimentant & une densité égale 3 |
1,718 g/cm3, gt un plc setellite sédimentant & une densité égale a
1,694 g/cm3 (figure 338 , p. 85 ). Afin de pouvoir estimer plus aisément
par planimétrie le pourcentage représenté par le ONA satellite, nous avons
centrifugé le DONA dans un rotor 3 angle fixe qui permet une meilleure sé-

paration des espéces mcléculaires (figure 33D, p. 85 J. Le DNA satellite
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Fig. 33A : filtration moléculaire sur gel d’agarose d'un lysat de P. cruentum.

Analyse en gradient de CsC! des fractions 8 3 11 (fig. 33B) et des fractions 19 3 22 (fig. 33C).
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 a/cm?), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
Fig. 33D : centrifugation en gradient de CsCl du DNA purifié de P. cruentum

8s.
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représente environ 25 % du DNA total. L'analyse mantre également gque les
deux espeéces moléculaires de DNA ont & peu prés la méme radiocactivité

spécifique.

L'analyse du second pic d'agarose, fractions 18- 22 (figure 33A ,
p. 85 ), dont les résultats sont illustrés par la figure 33C (p.85 1},
montre que ces fractions ne contiennent pas de matériel qui sédimente en

gradient de CsCl.

La quantité de DNA par cellule a été estimée a 0,1 x 1078 pg.

Lors des essais d'incorporation de précurseurs radicactifs, 1l'ac-
tivité spécifique la plus élevée - 2 x 109 dpm/ug a été obtenue en utilisant
l'adénine—2-3H. Avec 1'uracile-6-3H ou la thymidine-6-3H, les activités
spécifiques obtenues sont beaucoup plus faibles, en moyenne de

10 000 dpm/ug.

F. Scenedesmus obliquus

lLes résultats de la chromatographie sur gel d'agarocse d'un
extrait cellulaire radiocactif partiellement purifié sont illustrés par

la figure 34A (p. 87 ).

~

lLes résultats de l'analyse des fractions 6 3 8 (18T pic) par
centrifugation en gracient de CsCl, illustrés par la figure 348 (p.87 3,
montrent l'existence d'un seul pic et en absorption U.V. et en radicac-

tivité, correspondant & des molécules de densité égale & 1,712 g/cm3.

SSYMANK et al. (1878) ont trouvé, an anslysant le DNA extrait

d'une souche de S. obliquus D3 provenant de la collection d'algues de
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Fig. 34A : filtration moléculaire sur gel d’agarose d’un lysat de S. obliquus.

Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 3 8 (fig. 34B).
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm®), DNA de C/. perfringens {1,691 glem>).
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Géttingen, outre le pic correspondant & une densité de 1,71 g/cm3, un net
épaulement correspondant & une densité de 1,68 g/cm3. Nous avons & plusieurs
reprises centrifugé du DNA extrait de S. obliquus (No. 278/3a, CCAP,
Cambridge, Angleterre) dans un rotor & angle fixe et nous n'avons jamais
_observé un tel épaulement. Néus avéns cependant noté un certain étirement,
en absorption U.V. et en radioactivité, vers les densités moins &levées.

Nous avons rassemblé 1les fractions correspondant & cette région ; la cen-
trifugation de ces fractions en gradient de CsCl a montré que les molé-

cules sédimentaient & une position correspondant & la densité de 1,712 g/cm3

seule.
La quantité de ONA par cellule est estimée a environ 0,4 x 10-6 ug.

Les essais d'incorporation de précurseurs radiocactifs ont montré
que l'activité spécifigue la plus élevée était obtenue avec 1'adénine-2-3H,
environ 4 x 105 dpm/pg ; avec 1'uracile-6-3H, nous obtenons des activités
spécifiques un peu plus faibles, égales & 1,5 x 103 dpm/ug. La thymidine-6-3H
est beaucoup plus faiblement incorporée puisgue nous obtenons des activités

spécifiques de 1l'ordre de 15 000 dpm/ug.
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CONCLUSIONS

En vue d’une extraction quantitative, les méthodes de lyse ont &teé
adaptées en fonction des particularités de chague algue. Les extraits
cellulaires obtenus ont été purifiés par filtration sur gel d'agarose.
Cette méthode avait déja été utilisée par d'autres auteurs pour des
matériaux différents fLDEB et CHAUVEAU, 189639 ; KADO et YIEN, 1971 ;
HEYN et &l., 1974 ; P. CHARLES, 1975}, 2insi gue pour une algue unicel-

lulaire (LURQUIN et al., 1975].

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableauVIITI (p.390 J.
Nous voyons que la densité des différents DNA varie entre 1,718 g/cm3
(P. cruentwn) et 1,704 g/cm3 (0. danica), densité proche de celle

du ONA des organismes supérieurs.

Nous avons observé des DNA satellites pour 4 espeéces (E. gractilis,

0. danica, P. helvetica et F. cruentum).

. En général, la thymidine-s-aH est faiblement incorporée dans le DONA,

sauf chez 0. daniea. Cette faible incorporation est probablement liée

a l'absence de thymidine kinase comme cela a été montré chez 4. nidulans

. par RESTAINO et FRAMPTON (1975). L’adénine-2-3H ou 1'uracile-6-3H sont

mieux incorporés, et il est possible d'obtenir des ONA dont les radio-

activités spécifigques varient de 1 x 105 a 4 x 106 dpm/ug.

Les guantités de DNA par cellule, estimées selon notre méthode, sont en
accord avec celles citées dans la littérature et obtenues par d'autres

méthaodes.

883.
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>

Remarguons que le contenu =n ONA des algues eucaryotes est de 10 & 20
fois, méme 100 fois (E. gracilis) plus élevé gue le contenu en DONA de

1l'algue procaryote 4. nidulans.

6. Par une certaine méthode de lyse plus drastique des cellules d'A. nidulans,
naus avons mis en évidence deux espéces moléculaires de polysaccharides
qui, sédimentant en gradient de CsCl dans la région des DNA, peuvent

simuler des DONA satellites.

Nous avons pu montrer que l'une de ces deux espéces moléculaires était
composée presgu’exclusivement de glucose et gue sa structure était trés

proche de celle du glycogeéne.

Ces résultats ont été publiés dans Plant Science Letters, 8 (1877), 35-44.



III. Prise et sort de DNA radioactif bactérien chez les algues

A. Anacystis nidulans
}. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION

Lors des expériences de transformation homologue d'4d. nidulans
par .- transfert de ONA exaogéne, les auteurs ont utilisé comme milieu
d'incubation, soit le milieu de culture (HERDMAN, 1873a, 1873b ;
ORKWISZEWSKI et KANEY, 1374), soit du tampon phosphate pH 7.3 [SHESTAKOV

et KHYEN, 1870).

Nous avons comparé les résultats de 1'absorption de DNA bactérien
par les cellules d’4. nidulans en suspensionspit dans du milieu de culture
{pH 8,0}, soit dans du tampon phosphate (pH 8,0) contenant du DONA fritié
de S. Fflava (radiocactivité spécifique :v’lD6 dpm/ug, concentration : 33 ug/ml).
Les cellules ont été incubées pendant 2 heures 3 32 °C avec agitation modérée
gt sous lumiére (2500 lux). La radicactivité acido-précipitable, égele a
2 020 200 cpm lorsque l'incubation a lieu dans le tampon phosphate, est
égale & 237 900 cpm lorsqu’'elle a lieu dans le milieu de culture. Dans les
expériences ultérieures, les incubations avec du ONA exogéne homologue ou

hétérologue ont toujours été faites dans du tampon phosphate pH 8,0.
2. PRISE DE DNA BACTERIEN EN FONCTION DE LA CROISSANCE

SHESTAKOV et KHYEN (1870), étudiant le phénoméne de transforma-
tion homologue de mutants d'4. nidulans, ont observé gue le maximum de
transformation s'obtenait lorsque la concentration cellulaire de la culture

était égale 3 4 - 6 x 107 cellules par ml. ORKWISZEWSKI et KANEY (1974)
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ont mis en évidence la présence d’'un pic de transformation, comparable 3
la phase de compétence décrite chez certaines bactéries transformables,

lorsque la concentration cellulaire est égale &8 4 - 8 x 107 cellules par ml.

Nous avons étudié la prise de DONA radicactif de M. lysocdetkticus
ATCC 4698 (radioactivité spécifigue : 1,5 x 108 dpm/ugl), en différents
points de la courbe de croissance. 0Oes éliquotes ont été prélevées a
différents moments apreés le début de la culture, les cellules ont été cen-
trifugées, le surnageant a été écarté et remplacé par un volume de tampon
phasphate (pH 8,0) contenant le DNA radioactif bactérien & la éoncentration

de 30 ug/ml.

L*'incubation a été poursuivie pendant 1 heure & 32 °C sous
2500 lux avec une agitation modérée. Le matériel a ensuite été traité

comme indiqué dans le chapitre matériel et méthodes (XII).

Les résultats, rassemblés dans le tableau IX(p.94),sont illustrés

par la figure 35 - (p.8S ).

£n portant en ordonnée les valeurs de la radioactivité acido-
insoluble exprimée en cpm par unité de D.0. et en abcisse le tempsAécoulé
depuis le début de culture exprimé en heure, on observe un pic gui se situe
8 un moment o0 la concentration cellulaire de la culture est égale & envi-
ron 5,0 x 107 cellules par ml. Ce moment préférentiel de prise de DNA bac-

térien exogéne pourraitcorrespondre & la phase de compétence observée par

ORKWISZEWSKI et KANEY (1874).

ta figure36A (p. 96 ) illustre les résultats de 1'analyse par

centrifugation en gradient de CsCl du milieu contenant le ONA radicactif
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Fig. 35

Absorption de DNA 3H de M. lysodeik ticus par les cellules d’A. niduians en fonction de la
croissance. .
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Analyse en gradient de CsCi des milieux radioactifs (contenant du DNA 34 de M. lysodeikticus)
avant (A) et aprés (B) incubation avec les celluies d’A. nidulans. :
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/em?), DNA de CI. perfringens (1,691 glem3).
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avant l'incubation avec les cellules. Les résultats de 1'analyse du sur-~
nageant, aprés centrifugation des cellules en fin d'incubation de 1’'&chan-
tillon correspondant au point 3 (5,0 x 107 cellules par ml), sont illustrés
par la figure 33B (p. 85 ). Les deux figures sont trés comparables et il
semble que le ONA bactérien ne soit pas modifié pendant 1'incubation avec
les cellules. Des résultats identigues ont été obtenus lors de 1'analyse

des surnageants acellulaire correspondant aux autres points de 1'expérience.

Les expériences ont été répétées plusieurs fois dans des mémes
conditions expérimentales, et_des résultats identigues ayant é&té obtenus,
nous avons utilisé, pour nos expériences ultérieures, des cellules prove-
nant d'une culture en phase exponentielle de croissance dont la concentration

cellulaire était voisine de 5 x 107 cellules par ml.

3. RECHERCHE DES CONDITIONS DE PRISE OPTIMALE

a) Influence de l'agitation

L'importance des échanges gazeux entre le milieu de culture et
le milieu extérieur est fonction de la fréguence d'agitation. Nous avons
comparé les résultats de 1l'absorption de DNA exogéne bactérien par les
cellules d'4d. nidulans lorsque -celles-ci sont agitées doucement (50 agi-

tations par min] ou fortement (230 agitations par minl.

Les cellules (5,2 x 107 cellules par ml) ont été incubées &
32 °C sous 2500 lux avec 30 ug/ml de DNA de M. lysodeikticus ATCC 4688

(radicactivité spécifique : 1,5 x 106 dpm/ug].

La radiocactivité acido-insoluble totale liée aux cellules est
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égale 3 10 300 000 cpm dans le cas d'une agitation douce, elle est égale &
8 970 000 cpm lorsgue l'agitation est vigoureuse. Nous voyons que les ré-
sultats sont identiques et pour une question de facilité, lors des expériences

faites

(11
ot
(1319

ultérieures, les incubations en présence de ONA radicactif ont

avec une agitation douce.
b) Influence de la température

D'apreés ORKWISZEWSKI et KANEY (1974), la température & laguelle
des cellules sont incubées dans le milieu contenant le ONA exogéne, est
critique pour l'abtention de transformants. Pour ces auteurs la tempéra-
ture optimale est de 25 °C et ils n'ont obtenu aucune transformatian lorsque

1'incubation a lieu & 40 °C (dans le milieu de culture) qui est la température

optimale de croissance de l'algue.

Cependant, SHESTAKOV et KHYEN (1870} et HERDMAN (1873a, 1873b)
ont obtenu des cellules transformées et avec une fréguence comparable, en

travaillant respectivement & 38 °C (dans le tampon phosphate) et & 34 °C

(dans le milieu de culturse).

Nous avons étudié l'effet éventuel de la température sur 1'ab-
sorption de ONA de S. flava ATCC 540 (radiocactivité spécifique :
8 x 105 dpm/ug, concentration : 30 pg/ml) par les cellules d'd.nidulans

(concentration cellulaire : 4,9 x 107 cellules par mlj.

Les résultats montrent gue la guantité de radicactivité acido-
insoluble liée aux cellules est pratiguement identique aux différentes

températures étudiées (de 20 °C & 42 °C).



98.

Nous avons analysé par centrifugation en gradient de CsCl les
surnageants acellulaires apreés incubation avec les cellules. Les résul-
taés ont éfé comparés & ceux obtenus lors de l'analyse dans les mémes
conditions du milieu avant l'incubation avec les cellules. Les déviations
standards des distributions étaient identigues et montraient qu'il n'y
avait pas su de modification du DNA bactérien guelle gue soit la tempéra-

ture 3 laguelle les incubations avaient eu lieu.

Nous avons cultivé les algues a la température de 32 °C (ASATO
et FOLSOME, 1870), et les incubations avec le ONA exogéne ont été faites

2 la méme température.

c) Influence de la durée d'incubation

.5bp

Cfpy 7V
SHESTAKQV et KHYEN (1870) ont obtenu les premiers transfor- Q%,

mants aprés 30 min d'incubation des cellules avec le DNA homologue, et dans
leurs conditions expérimentales, la fréquence de transformation la plus
élevée est obtenue lorsque les cellules sont incubé&es pendant 5 h avec le

ONA donneur.

HEROMAN (1973a, "1973b) incube pendant beaucoup plus longtemps,
14 h, mais il utilise une concentration esn DNA exogéne beaucoup plus faible,
égale 3 0,1 ug par ml, alors que les autres auteurs utilisent une concen-

tration égale a environ 20 - 40 ug/ml.

Nous avons étudié la prise de CONA de M. lysodeikticus ATCC 46398
(concentration : 30 ug/ml, radicactivité spécifique:2 x 108 dpm/ugl) par
les cellules d'A. nidulans (concentration cellulaire : 6,0 x 107 cellules

par ml) en fonction de la durée d'incubation.
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Les résultats sont rassemblés dans le tableau X (p. 101) et illustrés

par la figure 37A p.102 .

Nous voyons que les valeurs de la radicactivité acido-insoluble
les plus élevées sont observées aux temps d'incubation les plus courts,

30 et 680 min.

En fin d’incubation, les surnageants acellulaires ont &té analysés
par centrifugation en gradient de CsCl. Les résultats obtenus ont été
comparés 3 ceux observés lors de l'analyse du milieu radioactif avant 1'in-
cubation avec les cellules. Les diagrammes sdnt identigques et les écarts
standards des distributions sont comparables. Les valeurs du bruit de fond
sont normales et semblent indiquer gqu’il n'y ait pas eu de dégradation du
DNA bactérien dans le milieu d'incubation méme gquand 1'incubation a é&té

prolongée pendant plusieurs heures.
d) Influence de la concentration en DNA bactérien dans le milieu d'uncubation

Pour cette étude., nous avens incubé pendant 45 min des cellules
d’4. nidulans provenant d'une culture en phase de croissance exponentielle
dont la concenfration cellulaire était égale & 6,5 x 107 cellules/ml,
dans du tampon phosphate (pH 8,0) contenant du DNA tritié de S. flava
(radicactivité spécifique : 8 x 10° dpm/ug) & des concentrations différen-

tes (de 0,33 pg/ml & 70 ug/ml).

En fin d'incubation, les cellules ont été traitées et les ré-
sultats des analyses sont rassemblés dans le tableau XI (p.101) et sont illustrés

par la figure 378 (p.102 ).
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Les valeurs les plus élevées de la radiocactivité acido-inscluble
extraite des cellules sont atteintes lo:sque la concentration en DNA bac-

térien dans le milieu d'incubation estvoisine de 40 & 50 ug/ml.

4. ESSAIS DE TRANSFORMATIONS INDUITES PAR DU DNA HOMOLOGUE OU HETEROLOGUE

Pour ces essais, nous avons utilisé la souche IU 625/1172 auxo-
trophe pour la méthionine, dont la croissance tant en milieu liquide que
sur milieu solide est normale, et dont le pourcentage de réversion est

faible (0,0001).

Nous avons utilisé soit du ONA ad'd. nidulans IU 625, soit du

ONA de M. lysodeikticus ATCC 4638.

Lés conditions expéfimentales sont celles décrites dans le chapitre
matériel et méthodes (XI) et peuvént gtre résumées comme suit : des ali-
guotes d'une culture en phase exponentielle de croissance dont la concentra-
tion cellulaire est égale & 5,2 x 107 cellules/ml sont centrifugées, le
surnageant est écarté et est remplacé par un volume égal de tampon phosphate
(pH 8,0) contenant soit du DNA. d'A. nidulans, soit du DNA de M. lysodeikticus

a4 la concentration de 40 ug/ml.

L'incubation est poursuivie pendant 4 heures, avec agitation lente,

sous 2500 lux et & la température de 32 °C.

En fin d'incubation, les suspensions sont centrifugées, les cel-
lules sont ensuite traitées par de la DNase et finalement mises en culture

sur milieu solide.
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Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau XII {(p. 105].
Pour la transformation homologue, nous obtengns un pourcentage assez

élevé, comparable 3 ceux obtenus par d'autres auteurs pour la correction

d’'autres marqueurs (HERDMAN,1873a,13973b ; ORKWISZEWSKI ethANEY,1974].‘Par contre
aprés- traitement des cellules par le DNA de M. lysodeikticus, lés pourcentages

de tranSFormation ne sont pas significativement différentsde ceux de réversion.

5. ETUDE BIOCHIMIQUE DE L'ABSORPTION DE DNA EXOGENE

Nos premiers essais avalent montré qu'une guantité importante
de radicactivité acido-précipitable (tableau IX, p.87) pouvait &tre extraite

des cellules apr@s incubation de celles-ci avec du DNA tritié du M. lysodeikticus.

D'autre part, les essais de transformation induite par ce DNA
bactérien étant négatifs, il était important d'étudier la nature des molé-
cules radigactives présentes dans les cellules en fin d’incubation avec

le ONA radiocactif.

Nous avons répété les expériences d’essais de transfarmatian,
mais en utilisant cette fois soit du DNA tritié a'd. nidulans, soit du

DNA tritié de M. lysodeikticus.

Oes cellules, provenant d’'une culture en phase exponentielle de
croissance dont la concentration cellulaife gtait égale & 5,4 x 107 cel-
lules/ml, ont été incubées pendant 45 min dans du tampon phosphate (pH 8;03
contenant soit du DNA tritié d'4. nidulané lactiviteé spécifique :

4 x 105 dpm/ug), soit du DNA tritié de M. lysodeikticus (activité spécifique :
2 x 108 dpm/ugl), & la concentration de 40 ug/ml.’ Les cellules bnt gnsuite

été centrifugées, lavées et traitées par la DNase.
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Le DNA a été extrait des cellules suivant la méthode décrite

dans le chapitre matériel st méthodes (V.B).

a) Cellules traités par du DNA 3M d'4. nidulans

1. Analyse du surnageant acellulaire en fin d’incubation

Le surnageant acellulaire a été analysé par centrifugation en
gradient de CsCl et les résultats obtenus ont &té comparés & ceux obtenus
lors de l'analyse dans les m@mes conditions du milieu avant 1'incubation

agvec les cellules.

Les résultats sont illustrés par lgs figures 38A et 388 (p. 107 )
respectivement. On peut voir que les distributions sont trés semblables,
ce gui semble indiquer gque 1le DNA n'a pas été modifié ou trés peu pendant

1'incubation avec les cellules.
2. Analyse du DNA extrait des cellules en fin d'incubation

La figure 39A (p. 108) illustre les résultats de la filtration
moléculaire sur gel d’'agarose . du lysat cellulaire. . On cbserve deux pics

en radioactivité.

Les fractions 5 & 7 correspondant au premier pic ont été ras-
semblées et analysées par centrifugation en gradient de CsCl. Les résul-
tats sont illustrés par la figure 38B (p. ‘1081 et on peut voir que les
molécules radicactives sédimentent dans ‘le gradient & uhs position'qui

correspond & la densité de 1,714 g/cm3, densité du DNA d'4. nidulans.

Les résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de



(cpm)

*—=8 Radioactivité

T

a Q
(3] Q
. |
2 100.000+0.02
°

N

°

k- ]

o

[+ 4

Pl
I

107.

N®* des fractions N°®* des fractions

| | | ' BUS
Fig. 38 , \\uui ,

. N e

- Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA 3H de A. nidulans) avant (B)
et aprés (A) incubation avec les cellules d* A. nidu/ans



(cpm)

&—8 Radioactivité

108.
E )
a ° n
o l Hﬁ
> 100.00040.2
-:; .
[ ]
o
o
[}
@
]
O‘I T %7 T
20
N°® des. fractions
B
C
$50040.2 E 2.0004
Q
&
pd
E
°
g 1.0004
a -]
[ ]
@
0 1 0 g 1 i 1 :
0 50 0 50 100
N® des tractions ; N®* des fractions

508
Jue
Fig. 39 RN

Fig. 39A : flltratlon moléculaire sur gel d‘agarose d’un lysat de ceﬂules d” A. nidulans, aprés mcubatlon
avec du DNA *H de A. nidulans.

Analyse en gradient de CsCl des fractions 5 & 7 (fig. 398) et des. fractions 13318 (f|g 390)
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm®), DNA de C/. perfringens {1,691 g/cm?>).
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CsCl des fractions 13 a 18, correspondant au second pic de la figure 39A
(p. 108 ), sont illustrés par la figure 39C (p. 108). 0On voit que la
radicactivité est portée par des molécules de faible poids moléculaire qui

ne sédimentent pas dans le gradient.

b) Cellules traitées par du DNA 3H de M. lysodeikticus
1. Analyse du surnageant acellulaire sn fin d'incubation

Le surnageant acellulaire a &té analysé par centrifugation en
gradient de CsCl et les résultats ont #té comparés & ceux cbtenus lors de
1’analyse du hilieu avant l'incubation avec les cellules. Les résultats
sont illustrés par les ?igures 40A et 40B (p. 110 ) respéctivement.

Les deux distributions.sontcomparables et il semble que le DNA bactérien

soit peu ou pas modifié pendant. 1'incubation avec les cellules.
2. Analyse du ONA extrait des cellules en fin d’'incubation

Les résultats de la filtration sur colonne de Sepharose 4 B8 du
lysat cellulaire partiellement purifié sont illustrés par la figure 41A

{pe 1113, On observe deux pics radicactifs.

La figure - 418{(p. 111) illustre les résultats de l’analyse par
ultracentrifugation en gradient de CsCl des fractions 5 & 7, corrsspondant
au 18T pic. Nous voyons que les molécules radicactives sédimentent dans
le gradient & une position gui corréspond & la densité du DNA d'4d. nidulans

(1,714 g/em3).

Les résultats de l'analyse des fractions 11 & 18, correspondant

au second pic de la figure 41A (p.111]), sont illustrés par la figure 41C
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Fig. 41A : filtration moléculaire sur gel d’agarose d’un lysat de cellules d’ A, nidulans, aprés incubation
avec du DNA *H de M. lysodeikticus.

Analyse en gradient de CsCl des fractions 5 3 7 {fig. 41B) et des fractions 11 a16 {fig. 41C).
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?®), DNA de C. perfringens (1,691 g/cm®).
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{p. 111 ). La radiocactivité est portée par des molécules de faible poids

moléculaire qui ne sédimentent pas dans le gradient.

¢) Analyse par thermo-chromatographie sur HAP aprés réassociation molé-

culaire

L'analyse du DNA extrait des cellules en fin d’'incubation avec
du DNA tritié de M. lysodeikticus montre que la radiocactivité est portée
par des molécules gqui, en gradient de CsCl, ont une densité égale ou

voisine de celle du ONA de 1'algue (1,714 g/cms).

Le DNA total extrait des cellules a été analysé en vue de la

présence éventuelle de séquences de DNA bactérieh.

Les ONA sont dépolymérisés par action des ultrasons pendant

15 min de maniére & obtenir un poids moléculaire inférieur & 400 000 daltons.

Le DNA radicactif extrait des cellules a été mélang@ & un excés
de DONA non-radicactif de M. lysodeikticus dans du tampon Tris 0,01 M
(pH 7,4}, du NaCl 0,4 M, du SDS 0,1 % et de la formamide 50 %. Le mélange

est aspiré dans un capillaire qui est ensuite scellé .

Apreés dénaturation par immersion dans un bain-marie & 100 °C
pendant 10 min, les capillaires sont placés dans un bain-marie & 51 °C.
Les conditions de réassociation sont maintenues pendant 18 heurss de maniére
a obtenir un Cot égal & 100 compte tenu de la concentration en DNA et de la

molarité en NaCl du mélange.

En fin d'incubation, 1l'échantillon est dilué par du tampon
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phosphate (TP) 0,01 M de maniére a obtenir une concentration en formamide

inférieurs 3 1 %.

Les échantillons sont chargés sur colonne d'hydroxylapatite
(HAP) a 60 °C préalablement équilibrée par des lavages successifs par du

TP 0,01 M a B0 °C.

La colonne est lavée trois fois par du tampon 0,01 M. La ra-
dioactivité présente dans ces é&luats .représente le matériel non adsorbé.
Le matériel simple chaine est ensuite é€lué par passage de TP 0,12 M. La
radicactivité présente dans ces échantillons représente le matériel nan

renaturs.

La température est ensuite #levée par incréments de 5 °C. Lors-
que 1’équilibre thermigque est obtenu, les fractions dénaturées sont éluées

par passage de TP 0,12 M porté a la méme température.

La radiocactivité des différentes fractions est déterminée par

comptage en scintillation liguide.

Les mémes opérations ont été conduites en utilisant du DNA
tritié de M. lysodetkticus dénaturé et réassocié en présence soit d'un
excés de ONA non-radicactif de M. lysodetkticus, soit d'un excés de DNA
non-radicactif de cellules de souris. Les résultats sont illustrés par

les figures 42A, 42B et 42C (p. 114) respectivement.

On peut voir que, dans nos conditions expérimentales et dans
1'expérience témoin, on obtient environ 50 % de réassociation. L'analyse

par thermo-chromatographie du DNA bicaténaire montre (figure 428 +P. 114
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dénaturés et renaturés en présence d’un excés de DNA non-radioactif de M. /ysodelktlcus (A et B)
ou de DNA non-radioactif de souris (C).
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que la radiocactivité est éluée entre 70 et 100 °C, avec une température de

fusion égale a 85 °C.

Dans le cas du DNA radicactif extrait des cellules d'd. nZdulans,
dénaturé en présenceé d'un excés de DNA non-radioéctif de M. lysodetikticus,
on observe qu'environ 80 % de la radiocactivité est éluée par le TP 0,12 M
& 60 °C. La thermo-chromatographie de la fraction adsorbée sur la colaonne
ne montre pas de profil d'élution caractéristigue d'un DNA bicaténaire

(figure 42A, p. 1141).

Une allure identique sst observée dans le cas du DNA radioactif
de M. lysodetkticus dénaturé en présence d'un excés de DNA de cellules de

souris (figure 42C , p. 114).

Si des séguences de UONA bactérien radiocactif avaient été pré-
sentes dans le DONA extrait des cellules, elles auraient dJ se réassocier,
dans nos conditions expérimentales, avec le DNA bactérien non-radioactif
présent en excé&s et montrer lors de la thermo-chromatographie um profil

semblable & celui. observé lors de 1l'expérience contrdle.



6. CONCLUSIONS

1. " Nous avons 8tudié 1'absorption de DNA radioactiF‘de M. lysodeitkticus
par les cellules d'4d. nidulans prélevées & différents moments de la
croissance, et nous avons gbservé Qn moment préférentiel de prise
lorsque‘la concentration cellulaire de la culture est égale 3 environ

5 x 107 cellules par ml, et gui pourrait correspondre & la phase de

compétence signalée par ORKWISZEWSKI et KANEY (1874).

2. L'étude de différents paramétres nous a permis d’établir les condi-

tions expérimentales dans lesquelles la prise de ONA bactérien exogéne

ast optimisée. Les cellules provenant d'une culture en phase expdnen-f

tielle de croissance dont la concentration cellulaire est égals a
5 % ﬂ07 cellules/ml (+ 1 x 107) sont incubées pendant 45 minutes &

32 °C (* 10) dans du tampon phosphate (pH 8,0) contenant le DNA bacté-

1186.

rien a la concentration de 40 ug/ml (+ 10) sous une intensité lumineuse

de 2500 lux et avec une agitation lente (* B0 agitations/min).

3. Nous avons fait des essais de transformation d'un mutant d'4. nidulans,

1172 asuxotrophe pour la méthionine, induite par du ONA homologue et
hétérologue (M. lysodetkticus}. La fréguence de transformation homo-
logue observée (0,2 %) est comparable & celles signalées par d'autres

auteurs avec d’autres mutants d'4. nidulans. Par contre, la frégquence

de transformation hétéfclogue n'est pas différente de celle de réversion.

4. Des études biochimigues, il semble gqu'on puisse dire qgue

- le ONA bactérien n'est pas ou peu modifié lors de 1l’incubation avec

les cellules. En fin d'incubation, le DNA sédimente en gradient de
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CsCl comme un DNA polymérisé et on n’cbserve pas de molécules de
faible poids moléculairse qui pourraient provenir de la dégradation

du BNA étranger ;

»

le ONA bactérien est rapidement dégradé 3 1'intéfieur des cellules.
La radicactivité présente dans les cellules en fin d’'incubation avec
le ONA bactérien est portée soit par des molécules de poids moléculaire
élevé gui ont en gradient de CsCl une densité équivalente a celle

du ONA de 1'algue, soit par des molécules de faible poids moléculaire
aui ne sédimentent pas dans le gradient.

Les molécules radicactives de poids moléculaire élevé dont la densité
est équivalente & celle du DNA de l'algue, pourraient-elles &tre

des molécules de M. lysodeikticus ”intégrées” dans le génome de
1l'algue. ?

L'analyse par centrifugation en gradient de CsCl ne permet pas de
donner une répaonse définitive. En effeg, ces molécules radicactives
ont une densité voisine de celle de 1'algue et on sait qu’en centri-
fugation préparative, 1l'erreur sur l'estimation de la densité

est de l'ordre de 2 mg/ml. Sachant que la densité du DNA d'

A. nidulans est égale 3 1,714 g/cm® et celle du DNA de M. lysodetkticus
a 1,731 g/cms, on peut calculer gue pour obtenir une molécule
hybride dont la densité serait significativement différente de celle
du DNA de 1'algue, le DNA bactérien devrait représenter environ 15 %
de la molécule, et les résultats obtenus permettent de dire que

s’il était présent, le ONA de Mierococcus représenterait moins de

15 % de la molécule hybride ;
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la méthode par hybridation ONA-DONA est beaucoup plus sensible et
permetterait des détections de quantité de 0,01 3 2 % de DNA étranger
(LURQUIN,1878).

En postulent gue toute la radicactivité est portée par des molécules
de DNA de MZierocoecus, ce dernier représenterait environ 0,2 % de la
quantité totale de DNA.

Dans le cas présent, les résultats observés permettent de dire que

le pourcentage de DNA étranger est inférieur & 0,1 % ou gue la radio-

activité est portée par des malécules d'une autre nature.
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III. Prise et sort de DNA radioactif bactérien chez les algues

B. Euglena gracilis
}. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION AVEC LE DNA BACTERIEN

Nous avons comparé la prise de ONA radicactif bactérien par les
cellules d'E. gracilis en suspension dans deux milieux d'incubation dif-

férents 1

1. Milieu de culture de CRAMER et MYERS (1852} sans vitamine B1 ni B12

(pH : 7,0).

2. Tampon phosphate, pH : 7,0.

Nous n'avons pas ajouté de vitamines au milieu d’incubation 1,
en nous basant sur le fait que les milieux de transformation utilisés pour
les bactéries sont en général des milieux de survie, dans lesqguels les

bactéries ne peuvent pas se multiplier.

Nous avons utilisé un ONA tritié de M. Ilysodetkticus ATCC 4688
(radicactivité spécifique : 1,9 x 10° dpm/ugl), et les cellules ont &té in-
cubées pendant 1 h dans le milieu radiocactif contenmant 30 ug/ml de DNA
bactérien. Aprés traitement par la DNase, le matériel acido-inscluble est

précipité par addition de TCA froid et est récupéré sur filtre.

La radicactivité acido-précipitable, égale & 348 000 cpm lorsque
les cellules ont été incubées dans le milieu de culture, est sgale a

1.245 000 cpm lorsque 1’incubation a lieu dans le tampon phosphate.

C'est donc le tampon phosphate (pH : 7,0) qui a &té utilisé pour
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les expériences ultériesures.

2. PRISE DE DNA RADIOACTIF BACTERIEN EN FONCTION DE LA CROILSSANCE

Des aliquotes ont &té prélevées a différents moments de la crois-

sance et traitées comme indigué dans le chapitre matériel‘et méthodes (XII).

Nous avons utilisé du DNA radicactif de M. lysodeikticus (ra-
dicactivité spécifique : 1,5 x 108 dpm/ugl, & la concentration finale de

35 ug/ml.

Les résultats de l’estimation de la radiocactivité dans les dif-
férents échantillons sont rassemblés dans le tableau XIII (p. 121 ), et sont

illustrés par la figure 43 (p. 122,

L’'analyse de ces résultats montre gue la courbe de radioactivité
totale acido-inscluble passe par un maximum approximativement au milieu de
la phase expconentielle de croissance (figure 43 , p. 1221}, Lorsque les
résultats sont exprimés en radiocactivité acido-insoluble par cellule (ou
par unité de 0.0.), les valeurs les plus @levées sont observées lorsgue
la concentration cellulaire dans la ficle de culture est la plus faible, la
courbe ayant tendance 3 dessiner un plateau au milieu de la phase exponen=

tielle de croissance.

Nous avons également analysé les surnageants acellulaires aprés
la période  d'incubation dans le milieu radicactif. Les résultats ont été
comparé a ceux obtenu en analysant de la méme fagon le milieu radiocactif

avant l'incubation des cellules.



TABLEAU XIII

121+

Résultats de l'&tude de la prise de DNA °H de M. lysodeikticus par E. gracilis

en quelques points de la courbe de croissance

par cellule

1 2 3 4
Point de la courbe (heures) 21 g8 165 309
Nombre de cellules par ml x 10-3 2,11 3,35| 18,80 39,5
Radicactivité dans le surnageant
aprés incubation cpm tot. x 1073 230,80 229,70 230,00 | 206,50
Radioactivité dans le surnageant
aprés ONase cpm tot. x 107° 0,82 0,67 Q0,65 0,27
Radioactivité acido-soluble dans
les cellules cpm totaux 2560 3178 4438 3704
Radicactivité acido-insoluble dans
les cellules cpm totaux 7864 10 254 12 180 4332
Valeur de 1l'absorption 3 258 nm
de la fraction acido-insoluble 0,155 0,485 0,700 0,730
unité D.0.

Radioactivité acido-insoluble
par unité de D.0. cpm/D.0. 51 000 21 00C 17 000 8000
Radioactivité acido-insoluble

cpm/cell. ' 0,0373 0,0103 0,0085 0,001

26
ULE
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Absorption de DNA ’3 H de M. lysodeikticus par les cellules d’ E. gracilis en fonction de la croissance.




Les résultats sont illustrés par les figures 44A (p. 124) et 44B (p. 124

On peut voir gue l'écart standard de la courbe de distribution
de la radioactivité est identigque dans les deux cas. Le degré de polymé-
risation des molécules radioactives n'a pas été modifié (ou treés peu) lors
de l'incubation avec les cellules, ce gqui laisse suppeser gue ces derniéres

rie reldchent pas (ou peu) de nucléases dans le milieu extérieur.

Des résultats comparables ont été obtenus lors de répétitions

dans des conditions expérimentales semblables.

3. SORT D'UN DNA RADIOACTIF BACTERIEN

Des cultures synchrones peuvent &tre obtenuses lorsqu'on cultive
E. gracilis 3 21 °C avec agitation et avec alternance de phases de lumiére
(14 h) et d’abscurité (10 nh) (EDMUNDS, 1965 et COOK, 1871). La synchroni-

sation s'obtient d&s le début de l’'installation du régime lumidre/obscurité,

lorsgue le nombre de cellules par ml est égal a environ 1 X 10% ou 1 x 105,

La prise de DNA tritié bactérien a été étudiée avec des cellules
se trouvant au repos en phase lumiére {(point 1) et avec des cellules en

multiplication en phase obscurité (point 2) [figure 45 , p. 125 ].

L’incubation dans le tampon phosphate contenant du DNA radioac-
tif de S. flava ATCC 540 (activité spécifique : 8 x 105 dpm/ug ; concentra-

tion : 30 ug/ml), a été faite & la lumiére (4500 lux) pour le point 1 st &

1'obscurité pour le point 2, pendant 4 heures.

La suspension a ensuite é&té centrifugée et les cellules cnt é&té

123.
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Analyse en gradient de CsC! des milieux radioactifs (contenant du DNA 3H de M. /ysodeik ticus)
avant (B) et aprés (A) incubation avec les cellules d’ £. gracilis. ;
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?®), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
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lavées deux fois par agitation avec du NaCl 0,14 M. Une aliguote a é&té
prélevée pour analyse (notée -A) gt le reste a &€té remis en suspension dans
du ﬁilieu de culture contenant du ONA de S. flava ATCC 540 non-radicactif

& la concentration de 30 ug/ml et la culture a €té poursuivie pendant

72 heures avec le régime lumiére/obséurité décrit. L'analyse (notée -B)

a alors &té effectuée sur le lysat cellulaire purifié.

a) Analyse des échantillons prélevés en fin d'incubation avec le DNA
radioactif bactérien

1. Analyse des surnageants

Le milieu radicactif, apres incubation des cellules, correspondant
au point 2-A, a été analysé par centrifugation en gradient de CsCl (figure
46 , p. 127 }. La valeur de 1'écart standard de la distribution de 1la
radicactivité est normale et on n'observe pas en dehors du pic, de radio-
activité spécifigue supérieure au bruit de fond normal. Les résultats
obtenus avec le milieu d'incubation correspondaﬁt au point 1-A scnt iden-

tigues.

Le BDNA radicactif bactérien n’est donc pas ou trés peu modifié

lors de 1'incubation avec les cellules.
2. Analyse de la radiocactivité du lysat cellulaire purifié

Au point I-A (3 la lumiére). Le lysat cellulaire est purifié par filtra-
tion sur gel d'agarose et la figure 47A (p. 128 ) illustre les résultats

obtenus.

Nous voyons gu’il n'y a pas de radiocactivité dans les fractions

126.
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Analyse en gradient de CsC! du milieu radioactif (contenant du DNA 3H de S. flava) apras
incubation avec les ceitules d’ £. gracilis.
Référence de densité : DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm3).
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Fig. 47

Filtration moléculaire sur gel d’agarose du lysat de cellules d’ £. gracilis, aprés incubation avec du DNA
3H de S. flava, échantillon correspondant au point 1 de la Fig. 45(A), au point 2 de 1a Fig. 45(C).
Analyse en gradient de CsC!

Fig. 478 : fractions 25 3 36 de la Fig. 47A

Fig. 47D : fractions 30 & 40 de la Fig. 47C.

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
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10 & 15, contenant les molécules polymérisées €luées au volume mort. Mais

nous observons au niveau des fractions 25 & 36, une radiocactivité importante.

Les résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de
CsCl des molécules, contenues dans les fractions 25 & 36, sont illustrés
par la figure 47B (p. 128 ). On peut voir gque la radicactivité est portée
par des molécules de tres faible poids moléculaire qui ne sédimentent pas

dans le gradient.

Au point 2-~A (3 l'obscurité). Les résultats de la purification, par fil-
tration moléculaire sur gel d'agarcse, du lysat cellulaire sont illustrés

par la figure 47C (p. 128 ),

Les résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de
CsCl des molécules radicactives &luées dans les fractions 30 & 40, illustrés
par la figure 470(p. 128 ), montrent que la radicactivité est portée par

de petites molécules gui ne sédimentent pas dans le gradient de densité.
b) Analyse des &chantillons en fin de chasse (aprés 72 h de culture)
1. Analyse des surnageants

Aprés 72 h de culture, les cellules ont été centrifugées. La
figure 48 (p. 130 ) illustre les résultats de la centrifugation en gra-

dient de CsCl du surnageant correspondant au point 2-8.

On remargue gue les molécules radioactives, de trés faible poids
moléculaire, ne sédimentent pas dans le gradient. Par contre, le ONA non-

radioactif de S. flava ajouté pour la chasse est toujours polymérisé et
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Fig. 48

Analyse en gradient de CsC! du surnageant acellulaire provenant de I’échantillon des cellules

d’ £. gracilis incubées dans du milieu contenant du DNA 3H de S, flava, puis cultivées pendant 72 h dans
du milieu contenant du DNA non-radioactif de S. f/ava.

Référence de densité : DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm®).
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n'a pas ou peu subl de modificaticoms ; il n'y a donc pas ou peu de nucléases

dans le milieu apreés 72 h de culture.

Pour le point 1-8B, les résultats sont identiques.
2. Analyse de la radicactivité du lysat cellulaire purifié

Au point 1-B. La@Figure 48A(p. 132 ) illustre les résultats de la fil-
tration sur gel d'agarose du lysat cellulaire. Seules les molécules
@luées dans les fractions 15 & 20 sont radioactives, et elles ont &té

analysées par centrifugation en gradient de CsCl (figure 48B , p. 132 ).

On voit gue le radioactivité est portée par des molécules de faible

poids moléculaire gui ne sédimentent pas dans le gradient.

Au point 2-B. Les résultats de la purification sur gel d'agarose du lysat
cellulaire sont illustrés par la figure 48C (p. 132 ). On voit qu'il y

a de la radiocactivité dans les fractions 15 & 19.

L'analyse des molécules, contenues dans ces fractions, par centri-
fugation en gradient de CsCl montre (figure 480 , p. 132 } gue la radio-
activité est portée par de petites molécules gui ne sédimentent pas dans le

gradient.
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Fig. 49
Filtration moiécuiaire sur gel d'agarose du lysat de cellules d’ . gracilis, aprés incubation avec du DNA

34 de S. flava et puis culture pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif de S. flava, échantillans
correspondant au point 1-B {A), au point 2-B (C).

Analyse en gradient de CsCl -
fig. 49B : fractions 15 a4 20 de la fig. 49A @
fig. 49D : fractions 15 & 19 de la fig. 49C Uk
Références de densité : DNA d’ E. gracilis (1,708 g/cm?), DNA de C/. perfringens (1,691 g/em?).
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CONCLUSIONS

Nous n'avons pas aobservé de phase préférentielle de prise de DNA radio-
actif de M. lysodetkticus par les cellules d'E. gracilis pendant la phase

de croissance exponentielle.

Il semble gque, dans nos conditions expérimentales, avec des cultures
synchrones et aprés incubation soit & la lumiére, soit & 1l'obscurité,

du DNA radiocactif de S. flava ne soit pas trouvé & l'intérieur des cellules

d'E. gracilis.
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III. Prise et sort de DNA radioactif bactérien chez les algues

C. Ochromonas danica
1. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION

Nous avons comparé les résultats obtenus lors de 1'absorption
de DONA radiocactif bactérien par les cellules d'0. daniea. en suspension soit

dans le milieu de culture (pH : §,1), soit dans du tampon phosphate (pH : 6,1).

Les cellules ont été incubées avec agitation pendant 1 heure dans
1'un ou 1l'autre milieu contenant du ONA tritié de S. flava (concentration

27 ug/ml, activité spécifique : 4 x 10° dpm/ug).

Les cellules ont ensuite été traitées comme décrit dans le chapitre
matériel et méthodes, (XI). La radioactivité acido-précipitable est égale-
a8 768 700 cpm lorsque les cellules ont été incubées dans le milieu de culture,
tandis qu'elle est égale & 191 440 cpm lorsque l'incubation a eu lieu dans

le tampon phosphate.

Pour les essais ultérieurs, les cellules ont donc toujours été

incubées dans du tampon phosphate contenant du DNA radioactif bactérien.

2. PRISE DE DNA °H BACTERIEN EN FONCTION DE LA COURBE DE CROISSANCE

A différents moments de la croissance, des aliguotes de la culture
ont été prélevées et les cellules incubées pendant ¢ heures dans le
tampon phosphate contenant du ONA radiocactif de S. flava (concentration

27 ug/ml, activité spécifigue : 4 x 10° dpm /ugl. Les échantillons ont &té
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analysés comme décrit dans le chapitre matériel et méthodes, paragraphe XII.

Les résultats sont rassemblés dans le tableau XIV  (p.136) et sont

illustrés par la figure 50 (p. 137.

Nous pouvons constater (figure 50, p. 137 ) que la courbe des
valeurs de la radicactivité par unité de D0.0. {ou par cellule) varie inver-
sément de la courbe du nombre de cellules, et gue les valeurs de la radio-
activité par cellule ou par unité de 0.0. (cpm/D.0.) les plus élevées sant

observées au début de la phase logarithmigue de croissance.

Dans leg tableau XIV (p. 136, deux valeurs attirent particuliére-
ment l'attention, ce sont celles de la radiocactivité acido-soluble présente
dans les cellules 69 et 33 heurss apr2s le début de la culture. Ces deux
valeurs sont significativement différentes de celles observées pour les
autres temps €tudiés. Par contre, les valeurs trouvées pour la radioactivité
acido-insolyble ne sont pas significativement différentes les unes des
autres, ce qul pourrait vouloir dire qu'aux temps 638 h et 93 h, donc au débgt
de la phase stationnaire, il y aurait une prise plus importante de DNA
étranger par les cellules, mals que ce ONA serait rapidement hydrolysé

"in situ”.

Les expériences ont été répétées plusieurs fois dans des condi-

tions similaires, et des résultats analogues ont toujours été obtenus.

3. SORT DU DNA RADIOACTIF BACTERIEN

Nous avons étudié le sort d'un DONA radicactif exogene en trois

moments de la courbe de la phase logarithmigque de croissance, & des con-
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Fig. 50
Absorption de DNA 3H de S, flava par les cellules de 0. danica en fonction de la croissance.
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centrations cellulaires égales & 1,48 x 105 cellules/ml, & 2,2 x 10® cellules/

ml, et & 4,0 x 10% cellules/ml.

Les cellules ont été incubées pendant 4 heures dans du tampan
phosphate contenant du ONA de S. flava radiocactif (concentration : 47 ug/ml,
radioactivité spécifique : 8 x 105 dpm /ug, poids moléculaire : 10 x 108 dai-
tons). Aprés lavage, une aliquote a été prélevée (notée A].et les cellules
ont été remises en culture pendant 48 h dans du milieu de culture contenant

du DNA non-radiocactif de S. flava (concentration : 25 ug/ml).

A la fin de cette période de chasse, l'analyse (notée B) a é&té
faite sur le ONA extrait des cellules suivant la méthode décrite dans le

chapitre matériel et méthodes (VI, B, 2J.

a) Analyse des échantillons prélevés en fin d'incubation avec le DNA
radioactif bactérien

1. Analyse des milieux d'incubation

Les résultats de 1’analyse par centrifugation en gradient de CsCl
d'une aliguote du milieu d’'incubation correspondant au point 3-A sont illustrés

dans la figure 51 (p. 139).

On peut voir gue les molécules radicactives sédimentent dans le
gradient 3 une position correspondant 3 celle du DNA bactérien utilisé. La
valeur de la déviation standard de la distribution de la radiocactivité mentre

gu'il s'agit de molécules polymérisées. E£n dehors du pic, les valeurs de

la radioactivité sont égales & celles d'un bruit de fond normal.

Les résultats de l'analyse des échantillons correspondant aux

points 1-A et 2-A sont identigues.
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Fig. 51

Analyse en gradient de CsC! du mifieu radioactif (contenant du DNA 3H de S. flava) aprés incubation avec
les cellules d’ Q. danica.

Référence de densité : DNA de C/. perfringens {1,691 g/em®).
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2. Analyse de la radicactivité du lysat cellulaire purifié

Au point 2-A (2,2 x 10% cellules par ml). Les résultats de la purification
du lysat des cellules d' 0. danica par chromatographie sur gel d’'agarose

sont illustrés par la figure 52A (p. 141].

Les résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
des fractions 24 & 32 sont illustrés par la figures2B8(p.141). Les molécules
radicactives forment um pic égquilibré autour d'un mode dont la position corres-

pond & celle du ONA bactérien utilisé. La déviation standard du pic de

distribution indique gqu'il s'agit de molécules de faible poids moléculaire.

Au point 3-A (4,99 x 10% cellules par ml). Les résultats de la filtration sur
gel d’'agarose du lysat cellulaire partiellement purifié sont illustrés

par la figure 52C (p. 141).

lLes résultats de l'analyse des fractions 28 3 33, correspondant
au pic radiocactif, sont illustrés par la figure 520(p.141). Les molécules
radicactives sédimentent dans le gradient et se distribuent autour d'un mode
dont la position correspond & celle du DNA bactérien utilisé. La déviation
standard du pic de distribution indique gu’'il s'agit de molécules de faible

poids moléculaire.
b) Analyse des échantillons en fin de chasse (aprés 48 h de culture)
1. Analyse du milieu de culture aprés centrifugation des cellules

Les résultats de 1'analyse d'une aligucte du surnageant acellu-

(M
[

lgire, de la culture de 48 h correspondant au point 1-8, sont illustir
par la figure 353 (p.142). Les résultats de 1’analyse des surnageants corres-

pondant aux points 2-B et 3-B sont identiques & csux-ci.
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Fig. 52

Filtration moléculaire sur gel d‘agarose du lysat de cellules d* O. danica, aprés incubation avec du DNA 3H
de S. flava, échantillons correspondant au point 2-A (A), au point 3-A (C).

Analyse en gradient de CsCl -
fig. 52B : fractions 24 & 32 de la fig. 52A Bl
fig. 52D : fractions 28 33 de la fig. 52C ULt

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de CV. perfringens {1,691 g/cm?).
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Fig. 53

Analyse en gradient de CsC! du surnageant acellulaire provenant de {'échantillon des cellules d’ O. danica,
incubées dans du milieu contenant du DNA 3H de S. flava puis cuitivées pendant 48 h dans un milieu
contenant du DNA non-radioactif de S. flava. .
Référence de densité : DNA de C/. perfringens (1,691 g/em3). / ‘T:\
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Nous observons, & cOté de molécules radiocactives de faible poids
moléculaire gqui ne sédimentent pas dans le gradient en formant un bruit de
fond important de 200 cpm environ sur tout le gradient, d'autres molécules
gui sédimentent & une position correspondant & la densité de 1,730 g/cm3,
densité égale 3 celle du ONA bactérien utilisé. La déviation standard de

la distribution indique qu'il s'agit de molécules de DNA dépolymérissé.

Par contre, le ONA non-radiocactif de S. flava, ajouté au milieu
de culture, sédimente dans le gradient gt la déviatian standard de la dis-
tribution des molécules absorbant en U.V. indigue qu’'il s'agit de ONA poly-

mérisé.

Ces observations suggérent qu’'il n'y a que peu ou pas de nucléases

dans le milieu et gque la dépolymérisation du DNA radicactif aurait lieu 3

1'intérieur-des cellules..

2.Analyse de la radicactivité du lysat cellulaire purifié

Au point 1-B. La concentration cellulaire était égale & 1,48 x 10° cellules
par ml au début de la culture ; aprés 48 h, elle était égale & 7,8 x 10°

cellules par ml, ce qui correspond & un peu plus de 2 générations.

La figure 54A{p.144) illustre les résultats de la purification
par filtration sur gel d'agarocse du lysat cellulaire. L'analyse par centrifu-
gation en gradient de CsCl des fractions 23 & 37, contenant ls matériel
radicactif, est illustrée par la figure 54B (p.144). On peut voir gue la
radicactivité se répartit sur tout le gradient et gu'elle est portée par

des molécules de faible poids moléculaire.
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DNA 3H de S. flava et puis culture pendant 48 h en présence de DNA non-radioactif de S. flava,
échantillons correspondant au point 1-B (A), au point 2-B (C), au point 3-B (E).

Analyse en gradient de CsCl

Fig. 54B : fractions 23 & 37 de la fig. 54A
Fig. 54D : fractions 14 & 20 de la fig. 54C
Fig. B4F : fractions 16 & 22 de la fig. 54E

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm®), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).



Au point 2-B. La concentration cellulaire était égale & 2,2 x 10° cellules
par ml au départ, elle &tait égale & 4,9 x 108 aprés 48 h de culture, ce

gui correspond & une génération.

Les résultats de la filtration sur gel d'agarose du lysat cellu-
laire partiellement purifié sont illustrés par la figure 54C (p. 144 ). Les
résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de CsCl des fractions
14 & 20, correspondant au pic radiocactif, sont illustrés par la figure 54D
(p. 144 ). 0On peut voir gue dans ce cas, la radicactivité est portée par

des molécules de faible poids moléculaire, qui ne sédimentent pas dans le

gradient.

Au point 3-B. |’'analyse dans ce cas a &té faite aprads une génération ; en
effet, la concentration cellulaire, égale & 4,01 x 108 cellules par ml

au départ, &tait égale a 7,7 x 108 cellules par ml aprés 48 h de culture.

Les résultats de la purification du lysat cellulaire par filtra-
tion sur gel d'agarose sont illustrés par la figure 54E(p.1443). La
figure 54F (p.144) illustre les résultats de l'analyse, par centrifuga-
tion en gradient de CsCl, des fractions 16 & 22 contenant les molécules
radicactives. Nous constatons gue dans ce cas, également, la radioac-
tivité est portée par des molécules de faible poids moléculaire qui ne

sédimentent pas dans le gradient.
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4. CONCLUSIONS

1. €'est au début de la phase logarithmique de croissance que, dans nos
conditions expérimentales, les cellules d’ 0. daniea semblent prendre
le mieux le ONA de S. flava exogéne,>sans toutefois gu'on puisse parler de

"moment préférentiel de prise” ou de "phase de compétence.”

2. L'analyse des échantillons prélevés en fin d'incubation avec 1le DONA
tritié de S. flava, montre que la radiocactivité est portée par des molé-
cules gui ont en gradient de CsCl la méme densité que celle du BNA bac-

térien utilisé.

L’examen de la distribution de cette radioectivité montre toutefois qu'il
s’agit de molécules de faible poids moléculaire. La comparaison de cette
distribution avec celle observée lors de l’analyse du milieu d'incubation
avant 1l'expérience, permet une estimation grossiére du poids moléculaire
de ces molécules (P. CHARLES, 1872). La masse moléﬁulaire du DNA tritié
présent dans les cellules est environ 5 3 6 fois plus petite que celle du

DNA_tritié bactérien dans le milieu d'incubation.

L'analyse des échantillons apreés division des cellules (72 h de culture),
montre qu'il n'y a plus de radiocactivité sédimentable. Ceci semble vouloir
dire que le DNA présent dans les cellules aprés 4 heures d’incubation en
présence de DNA tritié bactérien, a été soit hydrolysé, soit rejeté dans le

milieu extérieur.

L'analyse du milieu de culture, aprés centrifugation des cellules, naus
permet de pencher pour la seconde hypothése. En effet, les résultats

montrent que ce milieu est radiocactif et que la radiocactivité est portée
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-

par des molécules gqui sédimentent dans le gradient de CsCl & une position
correspondant & la densité du ONA bactérien utilisé. La distribution de
Eette radicactivité est trés comparable & celle gqui est observée lors de
1’analyse dans les mémes conditions de la radicactivité portée par les

cellules en fin d'incubation avec le DONA tritié bactérien.

I1 semble donc que du ONA de S. Fflava peut pénétrer dans les cellules
d' 0. dantca. Cependant, ces molécules de DNA bactérien sont de faible
poids moléculaire et sont rejetées par les cellules aprés division

cellulaire.
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III. Prise et sort de DNA radiocactif bactérien chez les algues
D. Polyedriella helvetica
1. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION

Les cellules de P. helvetica ont été incubées ﬁendant une heure
sait dans du milieu de culture, pH 6,5
soit dans du tempon phosphate, pH 8,5
contenant du DNA tritié de S. flava (activité spécifique : 400 000 dpm/ug),
& la concentration de 27 ug/ml. Lles cellules ont ensuite 8té incubdées dans
une solution de DNase et lavées soigneusement. Le matériel acids-insolubls,
précipité au TCA froid, a été récupéré sur filtre et la radicaectivité déter-

minée par comptage des filtres en scintillation liquide.

La radigactivité acido-précipitable est égale & 12 731 cpm lorsque
les cellules ont été incubées dans le milieu de culture, tandis gu'elle est

égale @ S0 348 cpm lorsque l'incubation a lieu dans le tampon phosphate.

Elle est donc environ 7 fois plus grande dans ce cas.

Dans nos expériences ultérieures, l'incubation des cellules a
donc taujours été faite dans du tampon phosphate {(pH : 6,5) contenant le

DNA radioactif'bactérien.

2. PRISE DE DNA RADIOACTIF BACTERIEN EN FONCTION DE LA CROISSANCE

A différents moments de la croissance, des aliguotes de la cul-
ture ont été prélevées ; les cellules ont &té incubées avec 27 ug/ml de
DNA tritié de S. flava (radiocactivité spécifigue : 400 000 dpm/ug). Ces

cellules ont ensulte été traitées comme indigqué dans le chapitre matériel
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et méthodes (XII). Les résultats, rassemblés dans le tableau XV (p.150 et 151},

sont 1llustrés par la figure 55 {(p. 152 ).

Si 1'on examine la guantité totale de radiocactivité acido-inso-
luble, les valeurs les plus élevées sont observées aprés 33 et 207 heures
de culture environ, soit au début et au milieu de la phase exponentielle

de croissance.

Ces expériences ont été répétées plusieurs fois dans des condi-
tions expérimentales semblables et des résultats comparables ont toujours

été obtenus.

3. SORT D'UN DNA RADIOACTIF BACTERIEN

Au vu des résultats obtenus ci-dessus, nous avons €tudié le sort
d'un DNA radiocactif de S. flava (radicactivits spécifique : 8 x 103 dpm/ug.,
poids moléculaire : 10 x 108 daltons), au trois moments de la phase expo-
nentielle de croissance, ol les gquantités de radicactivité acido-précipi-
tabie gétaient les plus élevées, au début, & une concentration cellulaire
égale & 1,97 x 105 cellules/ml (point 1), au milieu, & des concentrations

cellulaires égales a 3,41 x 105 (point 2) et finalement & 6,0 x 108 cellules/

ml (point 3}.

Les cellules ont &té incubées pendant 4 heures dans du tampon
phosphate contenant 1le DNA tritié bactérien & la concentration de 42 ug/ml ;
elles ant ensuite été centrifugées, lavées puis remises en suspension
dans du milieu frais. Aprés prélévement d'une aliquote (notée A), on a

ajouté du ONA de S. flava non-radiocactif (concentration : 28 ug/ml) et la
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Absorption de DNA -2 H de S. flava par les cellules de P. helvetica en fonction de la croissance.
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culture a été poursuivie pendant 72 h. Aprés cette période de chasse, les
cellules ont &té centrifugées et le DNA a été extrait des cellules (comme
décrit dans le chapitre matériel et méthodes). Les analyses effectuées

en fin de chasse ont été notées -B.

a) Analyse des &chantillons prélevés en fin d'incubation avec le DNA
radioactif bactérien

1. Analyse des surnageants

Les résultats de l'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
du surnageant acellulaire correspondant au point 2-A, sont illustrés par
la figure 56 (p. 154). La valeur de 1'écart standard de la distribution
de la radioactivité, qui superpose exactement celle de l'absorption en U.V.,

est normale et montre que le DNA bactérien n'a pas é&té dépolymérisé.

Des résultats identigues ont é&té obtenus avec les échantillons

correspondant aux autres points (1-A et 3-A) de l'expérience.
2. Analyse de la radicactivité du lysat cellulaire purifié

Au point 1-A.(1,97 x 105 cellules par ml). La figure 57A(p. 155) illustre

les résultats de la purification sur gel d'agarose du lysat des cellules.

Nous avons analysé par centrifugation en gradient de CsCl, les
fractions 25 a 33, correspondant au pic radicactif. Les résultats montrent
(figure 57B , p. 155) que la radiocactivité est répartie sur tout le gradient
et est portée par des molécules de trés faible poids moléculaire gqui ne

sédimentent pas dans le gradient.

Au point 2-A (3,41 x 10® cellules par ml). Les résultats de la filtration



154.

900.0001

D.0.

700.00 04

(cpm)

$00.000-12.0

300.000-

&—8 Radioactivité

100.0001

0 50 100

N®* des fractions

Fig. 56

Analyse en gradient de CsC! du milieu radioactif (contenant du DNA 34 de S. flava) aprés incubation avec
les cellules de P. helvetica.
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Filtration moléculaire sur gel d‘agarose du lysat de cellules de P. heivetica, aprés incubation avec du DNA
3H de S. flava, échantillons correspondant au point 1-A (A}, au point 2- A(C), au point 3-A (E).
Analyse en gradient de CsCl

Fig. 578 : fractions 25 3 33 de la fig, 57A

Fig. 57D : fractions 16 a 20 de la fig. 57C

Fig. 57F : fractions 19 a 25 de la fig, 57E.

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm3).
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moléculaire sur gel d'agarcse du lysat cellulaire partiellement purifie

sont illustrés par la figure 57C (p. 155 J.

Les résultats de 1l'analyse des fractions 186 & 20, correspondant
au pic radioactif sont illustrés par la figure 57D (p.155i. Dans ce cas,
la courbe de distribution de la radicactivité est treés large et hétérogeéne.
La radicactivité est portée par des molécules dépolymérisées dont il est

difficile d'estimer la densité.

Au point 3-A (6,0 x 10° cellules par ml). Le lysat des cellules a été
purifié par filtration sur gel d'agarose et les résultats obtenus sont

illustrés par la figures7E (p.155).

Les fractions 19 & 25 pnt été analysées par centrifugation en
gradient de CsCl. L'analyse des résultats obtenus, illustrés par la
figure 57F {p. 155}, montre que les molécules radicactives sédimentent
en formant une distribution trés large dans le gradient. Il s'agit dans
ce cas de molécules dépolymé@risées dont il est difficile d'estimer la

densité.

b) Analyse des échantillons en fin de chasse (apré&s 72 h de culture]
1. Analyse des surnageants
La figure 58 (p. 157) illustre les résultats de 1l'analyse par

centrifugation en gradient de CsCl du surnageant acellulaire, correspondant

& 1'échantillion du peoint 2-B.

Nous remargquons gue la courbe de .distribution de la radicactivité

est trés large et que les molécules radicactives sont de trés faible poids
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Analyse en gradient de CsC! du surnageant aceilulaire provenant de I'échantillon des ceilules de
P. helvetica incubées dans du milieu contenant du DNA 3H de S. #lava puis cultivées pendant
72 h dans du milieu contenant du DNA non-radioactif de S. flava.

Référence de densité : DNA de C/. perfringens (1,691 g/em?).
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moléculaire. Par contre, le ONA non-radicactif de S. flava ajouté au
milieu pendant la période de chasse sédimente dans le gradient en formant
une distribution dont la déviation standard montre qu'il s'agit de molé-
cules polymérisées, ce qul suggére qu'il n'y a pas‘ou neu de nucléases
dans le milieu, ce qui suggeére également gue 1'hydrolyse du DONA radiocactif

aurait eu lieu & l'intérieur des cellules plutdt gque dans le milieu d'incu-

bation.

Nous avons obtenu des résultats analogues lors de l’analyse des

échantillons correspondant aux autres points de 1'expérience (1-B et 3-8).
2. Analyse de la radicactivité du lysat cellulaire purifié

Au point I-B. Dans ce cas, les cellules se sont divisées trois fois ;
au début de 1'expérience, la concentration cellulaire était égale a
1,95 x 10° cellules par ml, elle &tait de 8,15 x 105 cellules par ml en

fin d'expérience.

La figure 5SA(p. 158) illustre les résultats de la purification
par filtration sur colonne de Sepharose 4B du lysat cellulaire. Les frac-
tions 21 & 38 ont été analysées par centrifugation en gradient de CsCl ;
les résultats sont illustrés par la figure 598 (p. 15g). Nous voyons gue
les molécules radicactives sont de faible poids moléculaire et ne sédi-

mentent pas dans le gradient.

Au point 2-B. La concentration cellulaire, égale au départ 3 3,41 x 106
cellules par ml, était égale & 7,4 x 1086 cellules par ml apres les 72 h

de culture. Les cellules se sont donc divisées deux fois.




0 Radioactivité (cpm)

o9 Radioactivité (cpm)

p.0.

100010.2

158.

: o

] a
- <
E
o : I
< >
- 2 10.00040.8
= o
2 v
: L4
- «
2
H I
-
[

b
I y
[
) v v 0-
20 40 ° 50 100 0 20 40
N° des fractions N* des firactions ‘ N°® des fractions

J

[
a o
&
- Q <
P I £
- (-3
2 <
v
- -
2 =
: 2
« (')
-
2
I 3
>
[ 4
- 10.0004 I
[ T T 1) [} T Ay
o s0 o0 0 20 40 ) s0 100
N°* des fractions N° des fractions N°® des fractions

Fig. 59

Filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de P. helvetica, aprés incubation avec du/TT \
DNA 3H de S: flava et puis cuiture pendant 72 h enprésence de DNA non-radioactif de S. flava, \ . ,’m‘;_ f
échantillons correspondant au point 1-B (A}, au point 2-B (C), au point 3-B (E). AN
Analyse en gradient de CsC!

Fig. 59B : fractions 21 4 38 de la fig. 59A

Fig. 59D : fractions 18 4 28 de la fig. 59C

Fig. 59F : fractions 16 a 21 de la fig. 59E.

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
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La figure 59C (p. 153 ) illustre les résultats de la purification
par filtration sur gél d'agarose du lysat cellulaire. Les fractions 18
a 28, contenant les molécules radicactives, ont été analysées par centri-
fugation en gradient de CsCl. Les résultats sont illustrés par la
figure 530 (p. 159 ). 0On voit que la radicactivité est portée par des
molécules de faible poids moléculaire qui ne sédimentent pas dans le gra-

dient.

Au point 3-B. Dans ce cas, toutes les cellules n'ont pas eu le temps de
se diviser une fois, car nous avions une concentration cellulaire au
départ égale a 8,0 x 108 cellules par ml, et égale & 8,7 x 10® cellules

par ml en fin d'expérience (aprés 72 h de culture].

Le lysat cellulaire a été puriFié par filtration sur gel
d'agarose et les résultats sont illustrés par la figure 59€ (p. 158 ).
Les fractions16 &8 21, correspondant au pic radioactif, ont &té analysées
par centrifugation en gradient de CsCl. Nous voyons (figure 58F ,p. 159 )
que la radicactivité est portée par des molécules de faible poids molé-

culaire qui ne sédimentent pas dans le gradient.




4. CONCLUSIONS

. 11 semble gu'on puisse dire que, durant la phase exponentielle

de croissance des cellules de P.helvetica, il existe deux moments
préférentiels de prise de ONA tritié de S. flava. Le premier au début
de la culture, le second au milieu de la. phase de croissance. C'est

a ces moments gqu'on observe la plus grande quantité de radicactivité

portée par du matériel acido-insoluble fixé aux cellules.

L'analyse de ce matériel acido-insoluble radicactif, par centrifuga-
tion en gradient de CsCl, montre gue la radiocactivité est portée par
des molécules de faible poids moléculaire dont la densité est difficile
a déferminer.

Lorsque les cellules, incubées dans Qn milieu contenant du ONA radio-
actif de S. flava pendant 4 heures, sont ensuite remises en culture
dans du milieu non-radiocactif, 1'analyse par ultra centrifugation en
gradient de CsCl montre que la radiocactivité est portée par des molé-
cules de trés faible poids moléculaire qui ne sédimentent pas dans le

gradient.

Oans nos conditions expérimentales, nous ne trouvons donc pas de

molécules de ONA de S. flava dans les cellules de P. helvetica.
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III. Prise et sort de DNA bactérien chez les algues

E. éorphyridium eruentum
1. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION

Les cellules de P. cruentwm ont été incubées soit dans le milieu
de culture (pH : 7,3), soit dans du tampon phosphate (pH : 7,3), contenant
du DNA radicactif de S. flava ATCC 540 (radiocactivité spécifique

4 x 10° dpm/ug) & la concentration de 27 ug/ml.

Les résultats de 1'absorption du ONA bactérien ont &té comparés :
la radioactivité acido-précipitable, égale & 130 800 cpm lorsque 1'incubation
a lieu dans le milieu de culture, était égale & 150 800 cpm lorsgue 1'incu-

bation a lieu dans le tampon phosphate. Les résultats ne sont donc pas tres

différents.

C'est le tampon phosphatequi a été utilisé pour nos expériences

ultérisures.

2. PRISE DE DNA BACTERIEN EN FONCTION DU CYLE CELLULAIRE

Il est possible de synchroniser les cellules de P. cruentum lorsgue
les cultures sent soumises 3 des alternances de périodes de 10 h de lumiére
(L) et de 10 h d'obscurité (0) et lorsque la concentration cellulaire est
égale & environ 1-2 x 108 cellules par ml au début de la péricde de lumiére

(GENSE et al., 19€9).

Des aliquotes de culture aont été prélevées & différents moments du

cycle (toutes les 2 h) et aprés centrifugation, les cellules ont été incubées

162.
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pendant 4 h dans du tampon phosphate contenant du ONA tritié de 5. flava
{radioactivité spécifique : 4 x 105 dpm/ugl), & la concentration de
30 ug/ml. Le matériel a ensuite &té traité comme indiqué dans le chapitre

matériel et méthodes (XII).

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableau XVI (p.164 )

et sont illustrés par la figure 60 (p.165%).

Nous constatons gqu’il existe apparamment deux moments préfé-
rentiels de prise de DONA bactérien, l'un situé au milieu de la phase L (de
non-division cellulaire), l'autre situé aux environs du premier tiers de
la phase 0 (de division cellulaire). C('est & ces moments que les valeurs
de la radicactivité des fractions acido-précipitables sont les plus élevées

(tableau XvI.p. 154).

Les expériences ont été répétées plusisurs fois dans des condi-

tions semblables, et des résultats amalogues ont toujours été cbtenus.

3. ETUDE DE LA PRISE ET DU SORT D'UN DNA BACTERIEN PAR LES CELLULES

Suite aux résultats reportés ci-dessus, nous avons étudié la
prise et le sort d'un ONA tritié bactérien par des cellules se trouvant
soit au milieu de la phase L, & une concentration cellulaire égale &

2,8 x 108 cellules par ml (point 1), soit au premier tiers de la phase O,

& une concentration cellulaire égale & 3,25 x 108 cellules par ml (point 2).

Les cellules ont &té incubées & la lumiére pour le point 1 (phase L)
et & 1l'obscurité pour le point 2 (phase 0), pendant 4 h dans du tampon

phosphate contenant du DNA radiocactif de S. flava & la concentration de
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de 40 pg/ml (radioactivité spécifigque : 8 x 10° dpm/ug, poids meléculaire
10 x 10% daltons). Ensuite, les cellules ont été lavées puis remises en

suspension dans du milieu de culture.

Apres prélevement d'une aliguote (pour une analyse notée A), du
ONA non-radioactif de S. flava (concentration : 30 ug/ml) et la culture
a été poursuivie pendant 48 h avec des alternances de péricdes de lumiére

et de périodes dvbscurité. L'analyse faite & la fin de cette chasse a été

notée B.

Le DNA des différents échantillons a été extrait des cellules
par le procédé décrit dans le chapitre matériel et méthodes (VI.B.2.), et

analysé par centrifugation en gradient de CsCl.
a) Analyse des é&chantillons prélevés en fin d'incubation
1. Analyse des surnageants

La figure B61A(p. 167 )} illustre les résultats de l'analyse par
centrifugation en gradient de CsCl du surnageant d'incubation acellulaire,
correspondant au point 2-A (phase 0}. On peut voir que le DNA radioactif
bactérien a été peu ou pas modifié pendant 1'incubation avec les cellules ;
en effet, la valeur de l'écart standard de la courbe de distributicn de la
radicactivité, qui superpose parfaitement la courbe de distribution des
valeurs de 1'abscrption en U.V., est tout 8 fait comparable & celle observée
lors de l'analyse du ONA polymérisé de S. flava avant 1'incubation avec les

cellules (figure 61B , p. 167 ).

Les résultats de 1'analyse du surnageant acellulaire correspondant
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et aprés (A) incubation avec les cellules de P. cruentum.
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au point 1-A (phase L) sont identigues & ceux trouvés pour le point 2-A.
2. Analyse de la radicactivité du lysat cellulaire purifié

Echantillon correspondant au point 1-A (2,8 x 106 cellules par ml). Les
résultats de la purification du lysat cellulaire par filtration sur gel
d’agarose sont illustrés par la figure 62A (p. 183 ). De la radicactivité

est observée dans les fractions contenant les molécules exclues du gel.

168.

Les résultats de l'analyse (par centrifugation en gradient de CsCl)

des fractions 10 & 16, correspondant & ce premier pic, sont illustrés par
la figure 62B (p. 169 ). On peut voir gque les molécules radicactives sédi-

mentent, dans le gradient & une position correspondant & une densité qui

est égale 3 celle du DNA bactérien utilisé (1,731 g/cm3).

Les résultats de 1l'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
des fractions 25 3 37, correspondant au pieme pic (figure B2A, p. 1688 )
sont illustrés par la figure 62C (p. 188 ). On peut observer gque la radio-
activité est portée par des molécules de faible poids moléculaire qui ne

sédimentent pas dans le gradient.

Echantillon correspondant au point 2-A (3,25 x 10°® cellules par ml). La
figure 63A (p. 170 ) illustre les résultats de la purification par filtra-
tion sur gel d’agarose du lysat cellulaire. Ici également, de la radio-
activité est observée dans les fractions contenant l1e DNA et constituant

le 1€r pic.

Les résultats de l'analyse par centrifugetion sn gradient de

CsCl des fractions 11 & 16 sont illustrés par la figure 63B (p. 170 )., 1I1s
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Fig. 62A : filtration moléculaire sur gel d’agarose du lysat de cellules de P. cruentum, aprés
incubation avec du DNA 3H de S. flava, échantiilon correspondant au point 1-A.

Analyse en gradient de CsC! des fractions 10 4 16 (B) et des fractions 26 & 37 (C).

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm®), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
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B
Fig. 63A : filtration moléculalre sur gel d’agarose du lysat de cellules de P. cruentum, apre@
incubation avec du DNA 3H de S, flava, échantillon correspondant au point 2-A.

Analyse en gradient de CsCl des fractions 11 3 16 (B) et des fractions 28 3 36 (C). i
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de CV. perfringens (1,691 g/cm?>).




171.

nous montrent quevles molécules radicactives sédimentent dans le gradient

a8 une position correspondant a une densité gui est égale & celle du ONA
bactérien utilisé (1,730 g/cm3). En absorption U.V., & c6té du pic corres-
pondant au DNA utilisé comme margueur de densité (DNA de Cl. perfringens,

d = 1,80 g/cm3), on peut observer le pic correspondant aux molécules de

DNA de 1'algue (d = 1,716 g/cm?).

La figure 63C (p. 170) illustre les résultats de 1l'analyse par
centrifugation en gradient de CsCl des fractions 28 & 36, correspondant
au 2iéme pic de la figure 83A {(p. 170). On peut voir gue la radicactivité
se répartit sur tout le gradient et est portée har des molécules de faible

poids moléculaire non-sédimentables.
b) Analyse des &chantillons en fin de chasse (apré&s 48 h de culture)
1. Analyse des surnageants

Les résultats de 1'analyse par ultracentrifugation en gradient
de CsCl du surnageant aprés centrifugation des cellules, correspondant

au point 2-8, sont illustrés par la figure 84 (p. 172},

Nous remarguons gue la radiocactivité est répartie sur tout le
gradient et est portée par des molécules de faible poids moléculaire.
0’autre part, les molécules de ONA non-radiocactif de S. flava (d =
1,730 g/cm3J ajouté dans le milieu de culture, ont été peu ou pas modifiées ;
la valeur de 1'écart standard de la courbe de distribution est en effet

normale.

Des résultats identiques ont été obtenus lors de 1l'analyse du

surnageant correspondant au point 1-8.
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Analyse en gradient de CsC! du surnageant acellulaire provenant de i’échantilion des cellules
de P.cruentum incubées dans du milieu contenant du DNA *H de S. flava puis cultivées pendant

" 48 h dans du milieu contenant du DNA non-radioactif de S. flava.

Référence de densité : DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm3).
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2. Analyse de la radioactivité du lysat cellulaire purifié

Echantillon correspondant au point 1-B. Partis d'une culture contenant
2,80 cellules par ml, nous avons obtenu en fin d’expérience (aprés 48 h)
une concentration cellulaire égale & 4,41 cellules par ml. Les cellules se

sont donc presque toutes divisées une fois.

Les résultats de la purification'par filtration sur colonne
d'agarose du lysat cellulaire sont illustrés par la figure B5A (p. 174 ),
Dans les fractions 7 et 8, contenant le matériel de haut poids moléculaire

exclu du gel, nous observons de la radioactivité.

Les résultats de l'amalyse par centrifugation en gradient de
CsCl de ces fractions sont illustrés par la figure B5B (p. 174 ). 0On peut
voir que la radicactivité est portée par des molécules gui sédimentent dans le
gradient & la densité du ONA bactérien utilisé (1,730 g/cm3). En absorption
U.V;. on observe le pic correspondant au ONA de 1'algue dont la densité
est égale & 1,716 g/cm3, et celui correspondant au DNA de Cl. perfringens

utilisé comme référence de densité.

Les résultats de l'analyse des fractions 16 & 22 correspondant
au second pic de la figure 65A (p. 174), sont illustrés par la figure 85C
(p-174 ). Nous remarguons que la radiocactivité est portée par des molécules

de faible poids moléculaire qui ne sédimentent pas dans le gradient.

Echantillon correspondant au point 2-B. Les cellules se sont presqgue
toutes divisées une fois. En effet, la concentration cellulaire, égale au
départ & 3,25 cellules par ml, était égale & 6,23 cellules par ml (apras

48 h de culture).
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Fig. 65A : filtration moléculaire sur gel d‘agarose du lysat de ceilules de P. cruentum, aprés
incubation avec du DNA 3H de S. flava et puis culture pendant 48 h en présence de DNA
non-radioactif de S. flava, échantillon correspondant au point 1-8.

Analyse en gradient de CsCl des fractions 7 et 8 (B) et des fractions 16422 (C). _
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de 8. subtilis (1,703 g/cm?),
DNA de C!. perfringens (1,691 g/cm?).
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La figure 66A (p. 176 )} illustre les résultats de la purification
par filtration sur gel d'agarose du lysat cellulaire. On peut observer
en absorption dans 1'U.V. deux pics gui sont superposés chacun par un pic

de radicactivité.

Les résultats de 1l'analyse par centrifugation en gradient de
CsCl des Fractionsrs a 9, contenant le matériel de haut poids moléculaire
exclu du gel, sont illustrés par la figure 6&BB(p. 176 ). Nous voyons
gue les molécules radipactives sédimentent dans le gradient & une pasition

qui correspond & une densité du ONA de S. flava (1,730 g/cm3).

Les résultats de 1'analyse des fractions 13 & 22, correspondant
au 218Mme pic de 1a figure 66A (p. 176 ), sont illustrés par la figure B&BC
{(p. 178 ). On note que la radicactivité est répartie sur tout le gradient

et qu’elle est portée par des molécules de faible poids moléculaire.
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Fig. 66

Fig. 66A : filtration moléculaire sur gel d’agarose du lysat de ceilules de P. cruentum, aprés
incubation avec du DNA 3H de S. flava et puis culture pendant 48 h en présence de DNA
non-radioactif de S. flava, échantillon correspondant au point 2-B.

Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 3 9 (B) et des fractions 13 a 22 (C).

Références de densité : DNA de phage 2C {1,742 g/cm®), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?>).
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CONCLUSIONS

fl semble gu’'il existe, au cours du cycle cellulaire de P. cruentum,
deux moments préférentiels de prise de DNA de S. flava par les cellules.
Lorsque les cellules sont synchronisées par des alternances de périodes
de lumigre et de périodes d'obscurité, ces moments préférentiels sont
observés au milieu de la phase de non-division cellulaire (culture &

la lumigre) et au premier tiers de la phase de division cellulaire (cul-

ture a 1'obscurité].

L'examen par centrifugation en gradient de CsCl du DNA extrait des

cellules en fin d'incubation avec du ONA radiocactif de S. flava, montre
que la radioactivité est portée par des molécules dont la densité est
égale 3 celle du DNA bactérien utilisé. Ce résultat a été observé dans
les deux cas étudiés : soit avec des cellules provenant d'unme culture en
période de lumiére, soit avec des cellules prélevées d'une culture en
période d'obscurité. La quantité de DNA radiocactif, estimée & partir

de l'activité spécifigue du DNA utilisé, représente environ 0,08 % de

la quantité totale de DNA.

Aprés une division cellulaire, l'analyse par centrifugation en gradient
de CsCl du DNA extrait des cellules, montre que la radiocactivité est
portée par des molécules dont la densité est égale & celle du ONA Eac-
térien utilisé. Dans ce cas, la guantité de ONA radicactif représente
environ 0,04 % du contenu en DNA des cellules. Comme aprés une divi-
sion cellulaire, la guantité de DNA cellulaire a ﬁoublé. il semble gu’i

n'y ait pas eu de perte importante de DNA radiocactif. L’analyse du
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milieu acellulaire de culture en fin d'expérience montre que ce milieu
gst légeérement radiocactif ; mais la radiocactivité est portée par des
molécules de faible poids moléculaire gui ne sédimentent pas dans le

gradient de densité (molécules acido-solubles rejetées sans doute par

les cellules).

Il semble donc gue du DNA radicactif de S. flava peut pénétrer dans
les cellules de P. cruentwn, et y rester sans modification importante

apres un cycle cellulaire.




III.. Prise et sort de DNA bactérien chez les algues

F. Scenedemus obliquus

1. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION AVEC LE DNA BACTERIEN

Des cellules de S. obltquus ont été incubées soit dans du milieu

de culture (pH = 6,0), soit dans du tampon phosphate (pH = 6,0), contenant
du DONA radicactif de S. flava (radiocactivité spécifigue : 4 x 105 dpm/ug ;
concentration : 27 ug/ml) pendant deux heures & 25 °C, avec une légere
agitation et sous 4500 lux. Elles ont ensuite été centrifugées, lavées
deux fois puis incubées pendant 15 min & 37 °C dans une sclution de DNase.
En fin d’'incubation et aprés lavages, le matériel acido-insocluble est pré-

cipité par addition de TCA froid et est récupéré sur filtre.

La radicactivité est estimée par comptage en scintillation liguide.
Elle est égale & 35 000 cpm lorsque les cellules sont incubées dans le milieu
de culture et & 45 000 cpm lorsqu'elles sont incubées dans le tampon phos-
phate. La gquantité de radiocactivité étant plus élevée et significativement

différente lorsgque l1'incubation a lieu dans le tampon phosphate, c'est ce

milieu que nous avons choisl pour nos expériences ultérisures.

2. PRISE DE DNA °H BACTERIEN A DIFFERENTS MOMENTS DE LA CROISSANCE

A différents moments de la croissance, on préléve des aliguotes
d'une culture. Les échantillors sont centrifugés, le surnageant est écarté
gt remplacé par un méme volume de tampon phosphate contenant du ONA de

M. lysodeikticus ATCC 46898 (radicactivité spécifique :2,4x 10° dpm/ug
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concentration : 20 pg/ml). Les cellules sont remises en suspension puis
incubées pendant deux heures & 25 °C avec agitation lente. En fin d'incu-
batiaon, les cellules sont traitées comme indiqué dans le chapitre matériel

et méthodes (XII).

Les résultats obtenus sont rassemblés dans le tableauXVII (p.181) et

sont illustrés par la figure 87 (p. 182).

Nous voyons (figure 67 , p. 182 ) que la courbe des valeurs
de la radiocactivité acido-insoluble par unité de 0.0. en fonction du temps
écoulé aprés le début de la culture, varie inversément de celle de la con-

centration cellulaire (courbe de croissance).

Nous avons analysé, par centrifugation en gradient de CsCl, les sur-

nageants = acellulaires en fin d'incubsation.

Les résultats de 1l'analyse de 1'échantillon correspondant au
point 4 (143 h) illustrés par la figure68A(p.183) ont été comparés a ceux
obtenus lors de l'analyse du milieu radiocactif avant 1'’incubation avec les
cellules (figure 688 ,p. 183 ). La comparaison des valeurs de la
déviation ;tandard des distributions de la radicactivité montre gu’il y a
eu une trés légére dépolymérisation du DNA bactérien lors de 1'incubation

avec les cellules.

Les résultats de l'analyse des échantillons, correspondant aux

autres points de 1'expérience sont identigues.
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Fig. 67

Absorption de DNA 3H de M. lysodeikticus par les cellules de S. obliquus en fonction de la
croissance.
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Fig. 68

Analyse en gradient de CsC! des milieux radioacﬁfs (cohtenant du DNA 3H de M. lysodeik ticus) avant
(B) et apreés (A) incubation avec les cellules de S. obliguus.
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3. ETUDE DE LA PRISE ET DU SORT D'UN DNA BACTERIEN

Nous avons étudié la prise et le sort d'un DONA radioactif bactérien
-~ Iy » - . »
3 trois moments de la croissance, ou les concentrations cellulaires de la

culture sont respectivement égales & 2,8 x 105, & 1,95 x 108 et a 8,7 x 10°

cellules par ml.

Les cellules sont centrifugées, le surnageant est écarté et
remplacé par un méme volume de tampon phosphate (pH = 6,0} contenant
35 ug/ml de DNA 3H de M. lysodetikticus ATCC 4888 (radioactivité spécifique
2,4 x 108 dpm/ug, poids moléculaire : 10 x 106 daltons). Les cellules
sont remises en suspension puis incubées & 25 °C pendant 2 h avec agitation
modérée. En fin d'incubation, la suspension est centrifugée et aprés
lavages, les cellules sont remises en suspension dans un méme volume de
milieu de culture. Une aliquote est prélevée en vue d’uﬁe analyse (notée-A)
en fin d'incubation et le reste des cellules est cultivé pendant 72 h
en présence de ONA non-radicactif de M. lysodeikticus a la concentration

de 30 ug/ml.

En fin d'expérience, la suspension est centrifugée, le surna-
geant et le culot de cellules sont congelés séparément en attendant d'étre

analysés{analyse notée-8).

a. Analyse des &chantillons prélevés en fin d'incubation avec le DNA

radiocactif bactérien
1. Analyse des milieux d'incubation

Les surnageants d'incubation acellulaires ont été analysés par




centrifugation en gradient de CsCl. La figure 68 illustre les résultats
de_l'analyse de 1'échantillon correspondant au point 2-A (1,25 x 108 cel-
luies par ml). La valeur de la déviation standard de la courbe de distri-
bution de la radicactivité et de l'absorption U.V., est trés voisine de
celle observée lors de l'analyse du milieu avant 1l'incubation avec les
cellules (figure B3B .,p. 183 ), ce qui est une bonne indication de ce

gue le DNA bactérien est peu modifié lors de l'incubation avec les cellules.

Des résultats identigues ont été obtenus lors de l'analyse des
surnageants acellulaires correspondant aux autres points de 1'expérience

(1-A et 3‘A)n

2. Analyse du ONA extrait des cellules

Echantillon correspondant au point 1-A (2,9 x 10% celiules/ml). Les ré-
sultats de la filtration sur agarsse du lysat cellulaire partiellement
purifié sont illustrés par la figure 70A , p. 187, 0On observe un seul

pic en radiocactivité.

Les fractions correspondant & ce pic ont été rassemblées et ana-
lysées par centrifugation en gradient de CsCl. Les résultats sont illustrés
par la figure 70B.0n voit gue la radiocactivité est portée par des molécules

de faible poids moléculaire gui ne sédimentent pas dans le gradient.

Echantillon correspondant au point 2-A (1,35 x 10® cellules/mi). La figure
71A (p.188) i1llustre les résultats de la purification du lysat cellulaire

sur colonne de Sepharose 4B. 0On observe 3 pics en radioactivité.

Les résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
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Fig. 69

Analyse en gradient de CsC! des milieux radioactifs (contenant du DNA de M. /ysodeikticus) aprés
incubation avec les cellules de S, obliquus.
Référence de densité : DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm3).
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Fig. 70

Fig. 70A : filtration moléculaire sur gel d"agarose du lysat de cellules de S. obliquus, aprés incubation
avec du DNA 3H de M. lysodeikticus, échantillon correspondant au point 1-A.
Analyse en gradient de CsC! des fractions 26 a 32 (B).

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm®), DNA de CV. perfringens (1,691 g/cm®).




A  1g8.

60.00040.3 W
E .
Q P
el S
~ a
@ 3
=~ T . 100
2 Q bl
bt a s
(8] >
a =
2 ©
: | :
< 5
I 20.00040.1 k e s0+to.1
Ay
0 IP:” T T ——t 0 T T
0 10 20 30 | Q 5Q 100
N® des fractions N® des fractions
D
E
o
<
- T
- o
2 <
°
o -
o -
° 2
v o
e [}
2
v
L
I o
0 T 0 T 7
0 50 0 10 100
N®* des fractions N°®* des fractions

Fig. 71

Fig. 71A f\Itra‘non moléculaire sur gel d’agarose du lysat de cellules de S. obliquus, aprés incubation

avec du DNA 3H de M. lysodeikticus, échantillon correspondant au point 2-A.

Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 et 7 (B), des fractions 13 a 15 (C) et desfractions 17 et 18 (D).
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 }, DNA de CI. perfringens {1,691 g/cm3).
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des fractions 6 et 7 (correspondant au premier pic radicactif) sont illustrés
par la figure 71B et montrent gue la radiocactivité est portée principélement
par des molécules sédimentant dans le gradient & la densité du ONA de

M. lysodeikticus (1,731g/cm3). Sur la partie gauche de la courbe de
distribution, on observe un épaulement di & des molécules radicactives gui
éédimentent dans le gradient au niveau de la densité 1,712 g/cm3, corres-
pondant & la densité du DONA de S. obliquus. Nous avons vérifié gue la

radioactivité était portée par des molécules sensibles & la DNase.

La figure 71Cillustre les résultats de 1'analyse par centrifugation
en gradient de CsCl des fractions 13 & 15 (correspondant au 2i€M® pic radio-
actif de la figure 71A ): on peut voir gue la courbe de distribution de
la radicactivité est large et s'étend sur presque téut le gradient. Cette
radioactivité est portée par des molécules de faible poids moléculaire
dont la densité en gradient de CsCl est voisine de celle du DONA de

M. lysodeikticus (1,731 g/cm3).

Les fractions 17 et 18, correspondant au 3ieme pic radicactif
(figure 71A ), ont été analysées par centrifugation en gradient de CsCl
et les résultats sont illustrés dans la figure 71D . Dans ce cas, la
radioactivité est portée par des molécules de faible poids moléculaire

qui ne sédimentent pas dans le gradient.

Si on admet gue la grande majorité de la radicactivité est portée
par des molécules de DNA de M. lysodetkticus, connaissent son activité
spécifigue, on peut estimer gu'en fin d'incubation, le DNA bactérien

représente environ 0,3 % de la quantité totale du DNA des cellules.




Les résultats de 1’analyse des échantillons correspondant au point
3~-A sont identigues & ceux trouvés pour les échantillons correspondant au

point. 2-A.
b. Analyse des &chantillons en fin de chasse (apr&s 72 h de culture)
1. Analyse des surnageants

Aprés centrifugation des cellules, les surnageants ont &té analysés

par centrifugation en gradient de CsCl. Les résultats, pour 1l’échantillon

correspondant au point 2-8, sont illustrés par la figure 72 (p. 181). La valeur

de 1'écart standard de la distribution de la radioactivité montre qu’il
s'agit de molécules légérement dépolymérisées, relachées par les cellules.
Le ONA nan-radicactif, ajouté au milieu de culture pour la chasse de 72 h,

n'a pas ou peu subi de modifications.

L'analyse des surnageants correspondant aux autres points de

1'expérience (1-B et 3-B) donne les mémes résultats.

2. Analyse du ONA extrait des cellules

Echantillon correspondant au point I~B. Les cellules se sont divisées
au moins deux fois, car la concentration cellulaire de la culture, égale
34 2,9 x 105 au début, é&tait égale & 1,46 x 108 cellules par ml en fin de

chasse.

La figure 73A illustre les résultats de la purification sur gel

d'agerose du lysat cellulaire. On observe un seul pic en radioactivité.

Les fractions 17 & 20, correspondant & ce pic, ont été rassemblées

et analysées par centrifugation en gradient de CsCl. Les résultats, illustrés
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Analyse en gradient de CsC! du surnageant aceilulaire provenant de {’échantillon des ceilules de
S. obliquus incubées dans du milieu contenant du DNA *H de M. /ysodeikticus puis cultivées
pendant 72 h dans du milieu contenant du DNA non-radioactif de M. /ysodeikticus.
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Fig. 73A : filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de S. obliquus, aprés incubation
du DNA 3H de M. lysodeikticus et puis culture pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif de
M. lysodeikticus, échantilion correspondant au point 1-B.
Analyse en gradient de CsC! des fractions 17 4 20 (B).

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?®).
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par la figure 73B, montrent gue la radioactivité est portée par des molé-

cules de faible poids moléculaire gui ne sédimentent pas dans le gradient.

Echantillon correspondant au point 2-B. La concentration cellulaire, au
départ égale & 1,95 x 10° cellules/ml, é&tait égale & 6,55 x 108 cellules/ml
en fin d'expérience ; toutes les cellules se sont donc divisées au moins

une fois.

La figure 74A illustre les résultats de la filtration sur gel
d'agarose du lysat cellulaire partiellement purifié. On cobserve 3 pics

en radicactivitsé.

Les résultats de 1'analyse des fractions & et 7 par centrifugation
en gradient de tsCl sont illustrés par la figure 74B.[p. 184). 0On observe une
distribution de la radiocactivité consistant en un pic principal de molé-
cules dont la densité en gradient de CsCl est égale 3 1,731 g/cm3 (densité
du DONA bactérien utilisé) et un pic secondaire de molécules dont la densité
est égale @ environ 1,712 g/cm® (densité du DONA de S. obliquus ). Nous avons
vérifié, dans ce cas également, gue la radiocactivité était portée par des

molécules sensibles & la DNase.

Les résultats de 1'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
des fractians 12 3 14, correspondant au 2ieme pic radioactif de la
figure 74A, sont-1llustrés par .la figure-74C (p.194). On veit que la radicacti-
vité est portée par des molécules de poids moléculaire assez faible, gui
sedimentent dans le gradient en formant une distribution assez large, st
dont la densité mayenne est voisine de celle du ONA de M. lysodetkticus

(1,731 g/em3).
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Fig. 74A : flltratlon moléculaire sur gel d’agarose du lysat de cellules de S. obfiguus, aprés incubation
avec du DNA 3H de M. lysodeikticus et puis culture pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif
de M. lysodeikticus , échantillon correspondant au point 2-8.
Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 et 7 (B), des fractions 12 & 14 (C) et des fractions 16 a 18 (D).
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?®), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
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Les résultats de 1l'analyse par centrifugation en gradient de CsCl
des fractions 16 & 18 correspondant au 318M8 pic radicactif de la figure 74A(p.1394)
sont illustrés par la figure 74B et montrent que la radiocactivité est
portée par des molécules de faible poids moléculaire qui ne sédimentent

pas dans le gradient.

Connaissant la radicactivité spécifigue du DONA de M. lysodetkticus,
on peut estimer que la radioactivité portée par les molécules gqui sédimentent
4 la densité du DNA bactérien, représente une gquantité de DNA de Micrococcus

=

quil serait égale & environ 0,1 % de la quantité totale de DNA.

Lors de 1'analyse de l’échantillon correspondant au point 3-B ce

1'expérience, des résultats identiques ont été obtenus.

Ces expériences ont été répétées plusieurs fois dans les mé@mes
conditions avec d’autres préparations de ONA radiocactif de M. lysodeikticus,

et des résultats semblables ont toujours été obtenus.

En conclusion de cette étude biochimique, il semble qu'on puisse
dire gue les cellules de S. oblZquus, se trouvant au milieu ou en fin de
phase de croissance exponentielle, peuvent absorber du ONA de M. lyscdetkticus
et le garder au moins en partie sans grande modification aprés une ou

plusieurs divisions cellulaires.

4. ETUDE PAR AUTORADIOGRAPHIE ET PAR HYBRIDATION MOLECULAIRE

Au vu de ces résultats, nous nous sommes rendu compte qu'une &tude par
autoradiographie du phénomnée était nécessaire. En effet, qu'elle gue soit

la localisation de la radiocactivité (rembranaire, cytoplasmiqgue ou nucléaire},




l'analyse par ultracentrifugation en gradient de CsCl donnerait les mémes

résultats.

D'autre part, comme c'est en se basant sur le critére de densité
gue nous sommes arrivés & la conclusion queles cellules étaient capables
d'absorber et de garder du DNA bactérien exogéne, il devenait souhaitable
de confirmer cette observation en utilisant une autre technigue basée sur

un autre paramétre si c'é&tait possible.

L'analyse par hybridation moléculaire des molécules radicactives
extraites des cellules en fin d'expérience nous offrait cette possibilité.
Cette méthode d'analyse est en effet basée sur un tout autre critére et

est, de plus, hautement spécifigue.

A. Etude autoradiographique

En fin d'incubation avec du ONA radicactif de M. lysodeikticus
et en fin de chasse avec du ONA non-radicactif de M. lysodetkticus, une
aliguote des cellules a été prélevée pour une étude par autoradiographie,
une partie des cellules étant déposée sur des lames de micrascope (frottis)
et 1'autre partie étant préparée pour faire des coupes histologigues (voir

le chapitre matériel et méthodes, XV).

L'analyse par ultracentrifugation en gradient de CsCl du DONA
extrait des cellules, faite en parall@le, s confirmé les résultats obtenus
précédemment, & savoir que la radiocactivité est portée principalement par

~

des molécules gui ont une densité égale & celle du ONA de M. lysodeikticus.
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1. Cellules en fin d'incubation avec le DNA 3H de M. lysodeikticus

L'examen des frottis montre que la radicactivité, visualisée par

la présence des grains d’argent, est localisée au niveau des cellules (photo 1).

Cette observation est confirmée par l'examen des coupes gqui pear-

met de dire que la radiocactivité est intracellulaire (photo 2,.p. 199)

2. Cellules en fin d'expérience, apreés 72 h de chasse en présence de ONA

bactérien non-radicactif

L’examen des frottis(photo 3, p. 200) montre que la radioactivité est

localisée au niveau des cellules.

L'examen des coupes (photo 4, p. 201) montre que la radiocactivité est

intracellulaire.

La petite taille des cellules ne permet pas une localisation plus

spécifique au microscope optigue.

b. Analyse par hybridation moléculaire

Cette étude a été entreprise dans le but de caractériser et
d'identifier les molécules radiocactives extraites des cellules en fin d’ex-
périence et qui en gradient de CsCl ont la méme densité gue celle du DNA

de M. lysodeikticus utilisé pour 1’incubation.

Nous avons tout d'abord défini les limites de la méthode dans
nos conditions expérimentales en dénaturant puils en renaturant une faible
guantité (1 ug) de ONA tritié de M. lysodeikticus en présence d'un excés

(13 ug) de DNA non-radioactif de M. lysodetikticus.
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PHOTO 1

Autoradiographies de frottis de cellules de S. obliquus, incubées

pendant 2 heures avec du DNA 3H de M. lysodetkticus
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PHOTO 2

Autoradiographies de coupes semi-fines de cellules de S. obliquus,

incubées pendant 2 heures avec du DNA 3H de M. lysodetkticus
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PHOTO 3

Autoradiographies de frottis de cellules de S. obliquus, incubées &
3H de M. lysodeikticus puis cultivées
pendant 72 heures en présence de DNA non-radiocactif de M. lysodeikticus

pendant 2 heures avec du DNA
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PHOTO 4

Autoradiographies de coupes semi-fines de cellules de S. obliquus,
incubées pendant 2 heures avec du DNA 3H de M. lysodeikticus puis
cultivées pendant 72 heures en présence de DNA non-radioactif de
M. lysodeikticus



La fraction hybride réassociée a été isclée par chromatographie
sur hydroxylapatite et caractérisée par la détermination de la température

de fusion par élution thermigue.

Les résultats sont illustrés par la figure 75A et on peut voir
gue dans nos conditions expérimentales environ 57 % de la radicactivité
mise. en réaction est portée par des molécules hybrides renaturées double-

chaine et que la température de fusion de l'hybride est égale & 85 °C.

Les résultats obtenus lors de la dénmaturation et réassociation
des molécules radiocactives extraites des cellules, en présence d'un excés
(13 ugl) de DNA non-radicactif de M. lysodetkticus sont illustrés par la

figure 758 (p. 203).

Environ 37,5 % de la radiocactivité mise en expérience sont portés par des
molécules hybrides double-chaine. La température de fusion de 1’hybride,
estimée par élution thermique, est égale a 87 °C, température trés voisinre
de celle observée lors de la fusion de 1'hybride formé par réassaciation de

ONA tritié et non-radicactif de M. lysodeikticus (figure 75A,p.203].

Les pourcentages de réassociation dans les deux expériences sont
comparables si 1l'on tient compte du fait que dans le second cas, la radio-
activité mise en expérience est portée par deux types de molécule (figure74B),
les unes dont la densité est égale ou voisine de celle du DNA de 1'algue et

gui représentent donc environ 20 % de la population, les autres dont la

densité est égale ou voisine de celle du ONA de M. lysodeikticus.

Dans une troisiéme expérience, nous avons dénaturé puis renaturé

du ONA radiocactif de S. obliquus en présence d'un excés (13 ug) de DNA
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Analyse par thermo-chromatographie sur HAP aprés réassociation moliéculaire.

A : DNA 3H de M. lysodeikticus

B : DNA extrait des cellules aprés incubation avec du DNA 3H de M. lysodeikticus et puis culture
pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif de M. /ysodeikticus

C : DNA *H de S. obliquus

dénaturés et renaturés en présence d‘un excés de DNA non-radioactif de M. lysodeikticus.
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non-radiocactif de M. Zysodeikticus.

Les résultats sont illustrés par la figure 75C (p. 203). -0On peut
constater que 33 % de la radiocactivité mise en expérience sont portés
par des molécules dénaturées non réassociées et gue les 7 % restant sont
portés par des molécules "faux-hybrides”. Lors de 1l'élution thermique, en

geffet, on n'observe pas l1l'allule sigmoide caractéristique des courbes de

fusion de DNA bi-caténaires.

5. PRISE ET SORT DE DNA 3H de B. subtilis

Pour nos expeériences précédentes, nous avons toujours utilisé du
ONA de M. lysodeikticus dont la densité (1,731 g/cm3) était plus élevée

que celle du DNA de 1'algue (1,712 g/cmd).

Il était intéressant d'utiliser un ONA bactérien d'une autre
densité et de voir si nous obtiendrions le méme genre de résultat. Nous
avons choisi le DONA de B. subtilis qu'on peut obtenir porteur d'une activité
spécifique élevée et dont la densité (1,703 g/cm3) gst nettement différente

de celle de ONA de S. obliquus.

Nous avons suivi exactement le méme protocole expérimental que
lors des essais avec le DNA de M. lysodeikticus. Oes cellules provenant
d'une culture en phase de croissance exponentielle (concentration cellulaire =
1,6 x 108 cellules/ml), ont &té incubées pendant 2 heures a 25 °C dans
du tampon phosphate (pH = 6,0) contenant du ONA radiocactif de B. subtilis
(radiocactivité spécifique = 3,3 x 108 dpm/ug ; ccncentratioh = 30 ug/ml).

En fin d’'incubation, la suspension a été centrifigée, le surnageant a été
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congelé en attendant d’'8tre analysé et les cellules, aprés lavages,

ant été remises en suspension dans un m@&me volume de hilieu de culture.

Uné aliquote a été prélevée en vue de 1l’'analyse des cellules en fin d'incu-
bation avec le ONA radicactif, et le restant a été cultivé & 25 °C pendant
72 heures en présence de ONA non-radiocactif de B. subtilis (concentration =
30 ug/ml). Le surnageant acellulaire de 1'échantillon prélevé en fin
d'incubation avec le ONA radicactif a été analysé par centrifugation en

gradient de CsCl.

Les résultats sont illustrés par la figure 76A (p. 206} et comparés
a3 ceux obtenus lors de l'analyse du milieu radiocactif avant 1'incubation
avec les cellules (figure 76B ,p. 206 ). La comparaison des dévia-
tions standard des courbes de distribution de la radioactivité et de 1'ab-
sorption en U.V. montre que le DNA bactérien a &té légerement dépolymérisé

lors de 1l'incubation avec les cellules.

Le DNA extrait des cellules a été purifié par filtration molécu-

laire sur gel d'agarose et analysé par centrifugation en gradient de CsCl.

Les résultats sont illustrés par la figure 77{(p. 207) et on voit gue
la radiocactivité est portée par des molécules assez dépolymérisées qui
sédimentent dans le gradient en formant une distribution assez large dont
le mode se situe aux environs de la densité de 1,703 g/cm3. densité égale

a celle du DNA bactérien utilisé.

Des résultats identigques ont &té obtenus lors de 1'analyse par
centrifugation en gradient de CsCl du DNA extrait des cellules, aprés la

période de chasse de 72 h en présence de DNA non-radiocactif de B. subzitilis.
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Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA >H de 8. subtilis) avant (B)
et apreés (A) incubation avec les cellules de S. obliquus.
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Analyse en gradient de CsC! du DNA extrait des cellules de S. obliquus en fin d "incubation avec du

DNA 3H de B. subtilis.
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm?®), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?>).
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Ces résultats montrent donc gue la densité des molécules radio-
actives, extraites des cellules en fin d’expérience, correspond principale-

ment & la densité du DNA utilisé pour 1'incubation.

6. ACTION DE LA DNase

Dans les expériences précédentes, les cellules, apres 1’incuba-
tion dans du tampon phosphate contenant le DNA tritié bactérien (M. lysodeikticus
ou B. subtilig), n'ont pas été traitées par 1la DNase, comme cela se fait

normalement avec les bactéries.

Nous avions remargué en effet que des algues traitées par la

DNase se décoloraient et ne se développaient plus.

Nous avons cépendant étudié 1'action de la DNase sur des cellules
en fin d'expérience, c'est-a-dire, aprés la période de chasse de 72 heures
en présence de ONA non-radicactif de M. lysodeitkticus. lLes cellules ont
&té centrifugées, lavées puis incubées pendant 15 min & 37 °C avec une solu-
tion de DNase (concentration = 20 ug/ml) contenant également du MgSO,

{concentration : 5 mM).

Le DNA extrait des cellules a été purifié par filtration sur
gel d’'agarose puis analysé par centrifugation en gradient de CsCl. Les
résultats de cette analyse sont illustrés par la figure 78(p.208]). gn
volt que la radioactivité est portée par deux espéces moléculaires dont
1'une, formant le pic principal, sédimente dans le gradient & une position
qui correspond & celle du DNA de 1'algue (1,712 g/cm3), et 1’autre & une

position gui correspond & celle du ONA de M. lysodeikticus (1,731 g/cmi).
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Analyse en gradient de CsC! du DNA extrait des cellules de S. ob/iquus incubées avec du DNA 3H
de M. lysodeikticus puis cultivées pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif de

M. lysodeikticus et enfin traitées par 12 DNase.

Référence de densité : DNA de C/. pertringens (1,691 g/fem?).

208.




210.

Si on compare ces résultats & ceux obtenus lors de l'analyse dans
leq mémes conditions du DONA extrait d'algues non traitées en fin d'expeée-
rience par la DNase {(comme csux iilustrés par la figure74B, p.134 ), an
voit que lorsque les algues sont traitées pér la DNase, le pic qui sédi-
mente en gradient de CsCl & la position gqui correspond & celle du DONA de

M. lysodeikticus est beaucoup moins important.

I1 semble donc qu’'une partie de la radicactivité est portée par
des molécules qui, bien qu’intracellulaires comme semble 1'indiguer 1'étude

par autoradiographie, sont accessibles & la DNase exogéne.

7. RECHERCHE DE CONTAMINANTS EVENTUELS

La stérilité des cultures a été vérifiée réguliérement par preé-
lévement d’'aliquotes et étalement sur milieu riche pour bactéries ou cham-

pignons.

Nous avons de plus testé les cultures pour la présence éventuelle
de virus et/ou de mycoplasmes, gqui exigent des conditions et milieux de

culture spéciaux.

Les cellules (21) ont été cultivées en présence d'adénine-2-3H
(15 Ci/mM, 0,2 mCi/ml) jusqu'au début de la phase stationnaire ; un jour
avant 1'arrét de la culture, de 1'uridine-5-3H (28 Ci/mM, 2 mCi/100 ml)

est ajouté & la culture.

La suspension est centrifugée 3 basse vitesse pour sédimenter les

cellules. Le surnageant est ensuite centrifugé & haute vitesse, et le culot,
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remis en suspension dans du tampon TNE, est analysé par centrifugation en

gradient de sucrose 15-65 %.

Les résultats sont illustrés par la figure 78A ,p. 212

Le gradient a é&té caractérisé par la détermination de l'indice de réfrac-

tion de certaines fractions.

On observe deux pics de distribution de la radiocactivité acido-
insoluble, 1'un dont la densité en gradient de sucrcse est voisine de

1,080 g/cm3. 1'autre dont la densité est voisine de 1,265 g/cm3.

Le DNA purifié et les cellules de S. obliquus, centrifugés en
gradient de sucrose 15-85 % dans les mémes conditions, sédimentent & des

densités respectivement égales & 1,095 et 1,255 g/cm3.

N

‘Les fractions 6 & 15 (figure 79A ,p. 212), correspondant au
18r pic radicactif, ont &té rassemblées, dialysées contre du tampon TNE,
et analysées par centrifugation en gradient de CsCl en vue de l'identifica-
tion du matériel radioactif. Les résultats, illustrés par la figure 79B,;p 212
montrent que les moléculeé radicactives sédimentent dans le gradient en
formant une distribution assez large dont le mode est situé & une position
corraespondant 3 une densité voisine de 1,717 g/cm3, densité qui est assez
proche de celle du DNA de l'algue. La RNase est sans effet sur ce matériel

qui par contre est hydrolysé par action de la DNase.

Les fractions 37 & 53, correspondant au second pic radiocactif de
la figure 79A , ont également été rassemblées et dialysées contre du tampon

TNE.

Dans ces fractions gui présentaient une légére coloration verte, par examen
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Fig. 79A : analyse en gradient de sucrose 15-65%. du culot de centrifugation du surnageant .acellulaire
d’une cuiture radioactive de S. abliquus.

Le gradient est caractérisé par ia détermination de I'indice de réfraction de cartaines fractions.

Analyse en gradient de CsCl

Fig. 798 : fractions 6 4 15 de la fig. 79A

Fig. 79C : fractions 37 4 53 de la fig, 79A.

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm®), DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
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au microscope optigque, nous avons décelé la présence de débris cellulaires
et_méme de cellules. Ces mateériaux ont été éliminés soit par une nouvelle
centrifugation & basse vitesse, soit par filtration sur filtre Milipore

0,22 um. Le surnageant et le filtrat ont &té analysés et nous avons observé
que la RNase et la DNase étaient sans effet sur le matériel radiocactif.
L'analyse par centrifugation en gradient de CsCl (figure 79C ,p. 212 )
montre gque la radiocactivité sédimente dans le gradient en formant une dis-
tribution assez étroite, & une position ol la densité est égale 3 environ

1,688 g/cmS.

Nous avons aussi observé qu'aprés incubation & 37 °C pendant
80 min de ce matériel avec de la proteinase K (concentration = 100 ug/ml),
le matériel radiocactif devenait sensible & la DNase tandis gue la RNase

n'avait pas d'effet.

En résumé, ce matériel radiocactif posséde les caracteéristiques

suivantes :
densité en gradient de sucrose 1,265 g/cm3
densité en gradient de CsCl 1,688 g/cm3

n'est pas retenu par le filtre Millipore dont les pores ont un
diamétre de 0,22 um

est insensible 3 la DONase et & la RNase

semble &tre complexé & des protéines qui sont sensibles & l'action
de la proteinase K.

apres action de la proteinase K, devient sensible 3 la ONase tout en

restant résistant & l'acticn de la RNase.
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Ces différents caracteres permettent d'exclure un ensemble
d’grganismes parasites tels gue bactéries, champignons et virus & DNA ou
a RNA. Par contre, il pourrait s'agir de mycoplasmes. Ces organismes
ont été observés chez beaucoup d'espéces végétales. Les résultats de notre

étude ne permettent cependant pas de donner une conclusion définitive.

Mais ces études permettent de donner une réponse claire a la
gquestiongue nous nous étions posée, les cellules de S. obliquus ne sont-
elles pas porteuses d’organismes parasites se développant en symbiose
avec elles et qui pourraient donner lisu & une interprétation fausse de
résultats que nous avions observés ? Méme si de tels organismes existent,
la réponse est nette et négative, du moins dans 1'état actuel de nos con-
naissances. Ces examens biocchimiques ont été complétés par une étude du

matériel en microscope électronigue.

La souche de S. obliquus n'avait pas encore fait l'objet d'une
étude de ce genre. Par contre, les souches S. pannonicus, S. longus ont
€té étudiées par STACHELIN et PICKETT-HEAPS (1875) et PICKETT-HEAPS et
STAEHELIN (1975) et S. obtustugculus par NILSHAMMAR et son groupe (1972,

1874, 1975 et 19786).

Nous avons essayé de préparer les cellules de S. obliquus pour
1'examen en microscope électronique, en utilisant les procédés utilisés par
ces auteurs. Nous n'avons pas gbtenu de trés bonsrésultats et nous avons dd
modifier les méthodes. Deux procédés nous ant donné satisfaction, 1l'un
par une technique de filtration sur filtre Millipore (les algues, en couche
mince, sont traitées sur le filtre), l'autre par une technigue en tube 3

essal (les algues sont traitées en culot).
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Avec le premier procédé, les structures sont bien préservées
dans toutes les cellules, tandis gqu'avec le second procédé, les résultats

9,

sont trés bons pour 30 % des cellules.

L’ examen des coupes fines en microscope électronique a permis
un certain nombre d’'observations intéressantes : la plupart des cellules
sont individuelles, mais nous avons également observé (photo 5,P. 21€)
des cellules. autospores ; ce genre de cellules a été décrit et étudié.

par NILSHAMMAR (1875) chez S. obtustusculus.

Nous avons observé des cénobes (photo 8), gui sont des groupes
de 4 cellules, qui ont également &été décrites chez S. pannonicug et

S. longus par STAEHELIN et PICKETT-HEAPS (1975).

Sur la photo 7., on reconnait les organelles et les structures
observées normalement dans une algue verte unicellulaire, et on voit que
la paroi cellulaire est constituée de 3 couches, comme celle de S. obtusiusculus
(NILSHAMMAR et WALLES, 1974). Nous avons également noté, assez rarement
la présence de petits corps polyhédraux, non encore décrits chez Scenedesmus.
Ces structures sont assez semblables & celles décrites comme étant des
corps lamellaires chez une algue rouge(McBRIDE et COLE, 1969), ou les
lomasomes dans l'hyphe d'un champignon (WEISBERG et TURIAN, 1873]}. Nous
avons examiné unm grands nombre de cellules {(plus de 20 000}, et nous n’'avons
jomais observé de structure qui aurait pu faire penser & la présence de
virus ou de mycoplame. Dans 2 ou 3 cellules, nous avons observé la présence
de "structures” gqui pourraient &tre semblables aux particules "virus-like”

(BROWN, 1872 ; TOTH et WILCE, 1872 ; CHAPMAN et LANG, 1873].




216.

PHOTO 5

Photographie au microscope électronique de S. obliquus (autospore)
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PHOTO 6

Photographie au microscope &lectronique de S. obliquus (cenobes)
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Photographie au microscope électronique de s. obliquus
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8. EFFET DE L'IRRADIATION AUX R.X.

On sait que chez beaucoup d'organismes, l'irradiation modifie
la perméabilité cellulaire et il nous a paru intéressant de voir si 1'irra-
diation pouvait modifier dans un sens ou dans l'autre le phénomeéne que

nous avons étudis.

L'irradiation par les R.X. des cellules a été faite en nous basant
sur les travaux de OZENDA (1885) et en extrapolant & S. obliquus les ré-

sultats observés avec S. crassus pour qui la dose léthale & 50 % est

d'environ 7500 R.

Les cellules, directsment aprés l'incubation & différentes doses,
sont incubées avec du DNA de M. lysodeikticus dans des conditions identigues

a celles décrites auparavant.

L’analyseven gradient de CsCl des ONA purifiés extraits des
cellules irradiées et non-irradiées, a donné des résultats identiques,
4 savoir que la radicactivité sédimente dans le gradient en formant 2 pics,
dont le principal & une position ol la densité est égale & 1,731 g/cm3
(densité du DNA bactérien utilisé), le second 3 une position ol la densité

est égale & 1,712 g/cm? (densité du DNA de 1’alguel.

Connaissant 1'activité spécifique du DONA bactérien utilisé, il
est possible d'estimer gque le DONA bactérien représente environ 0;1 % du
DNA total.

Ce pourcentage est le mé@me, que les cellules alent été irradiées ou non.
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9. ESSAIS D'INCUBATION AVEC DU DNA BACTERIEN COMPLEXE

Bans nos expériences précédentes, nous avions choisi comme milieu
d’incubation du tampon phosphate (pH = 6,0) dans leguel était dissous a

la concentration voulue le ONA tritié bactérien.

Des travaux récents {(GRAHAM et VAN DER EB, 1873) ont montré que lors-
que le DNA est dissous dans du tampon HeBS®, 1'addition de CaCl, (concen-
tration = 0,12 M) entraine la formation de phosphate de Ca insoluble qui

complexe le DNA.

Dans ces conditions, la prise d’un DNA viral par des cellules en

culture est augmentée par un facteur 100 environ.

Nous avons essayé de voir si dans css conditions expérimentales

la prise de DNA bactérien exogéne par les cellules serait augmentée.

Les cellulés (concentration cellulaire : 1,8 x 10% cellules/ml)
ont été incubées pendant 2 h avec 30 ug/ml de ONA 3H de M. lysodeikticus
(radioactivité spécifique = 1,4 x 108 dpm/ug) complexé@ avec du phosphate
de Ca dans du milieu HeBS. En fin d'incubatioh, les cellules ont été
lavées puis remises en culture (aprés prélévement d'une aliquote) pour
72 h dans du milieu contenant du DNA non-radioactif de M. lysodeikticus

3 la concentration de 30 ug/ml.

En fin d'incubation avec le DNA 3H bactérien et en fin d’'expérience
{aprés 72 h de culture), les cellules ont été lavées et incubées dans une
solution de ONase avant d'étre analysées, et des étalements sur lames de

microscope aont &té faites en vue d'une étude par autoradiographie.

* HeBS : 8,0 g/t NaCl/0,37 g/l KC1/0,125 g/l Na HP04.2H20/ 1.0 g/! dextrose /5,0 g/! Hepes

2
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a) Analyse de l'échantillon en fin d'incubation

Le DNA extrait des cellules a été purifié par filtration sur gel

d’'agarose puls analysé par centrifugation en gradient de CsCl.

Les résultats, illustrés par la figure 80A (p. 222), montrent que
la radicactivité est portée par des molécules qul sédimentent 3 une position

dont la densité correspond 3 celle du DNA de M. lysodeikticus (1,730 g/cm3).

Par le calcul, on peut estimer que la radicactivité représente une

quantité de ONA bactérien égale & enviraon 20 % du ONA total.

b) Analyse de 1l'échantillon aprés 72 heures de culture

La figure 80Billustre les résultats de 1l'analyse par centrifuga-
tion en gradient de CsCl du DNA extrait des cellules et purifié par fil-
tration sur colonne de Sepharose 4B. On voit que la radicactivité est

portée par des molécules gui sédimentent & une densité égale 3 la densité

du DNA bactérien utilisé (1,730 g/cmd).

Dans ce cas, la guantité de DNA radicactif représente environ 5 %
du DNA total. Tout en tenant compte que la quantité de DNA cellulaire a
doublé gn cours d'expériencg (72 h de culture), on voit qu'une partie de la
radicactivité (environ la moitié) a été reldchée par les cellules. Cette
observation est confirmée par 1'analyse du surnageant acellulaire en fin

de chasse.

L'examen des frottis apreés autoradiographie montre gue la radicac-~

tivité visualisée par la présence des grains d'argent est principalement
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Analyse en gradient de CsC! du DNA extrait des cellules de S, obliquus.

A :en fin d'incubation avec le DNA 3H de M. lysodeikticus complexé au phosphate de Ca.

B : aprés incubation avec le DNA 3H de M. /ysodeikticus complexé au phosphate de Ca et
aprés 72 h de cuiture en présence de DNA non-radioactif de M. lysodeikticus.

Référence de densité : DNA de C/. perfringens (1,691 g/cm?).
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localisée au niveau des cellules, et il semble gue ls nombre de grains
par cellule et le nombre de cellules porteuses de grains soient plus élevés

gue lorsqgue les cellules sont incubées dans les autres conditions.
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10. CONCLUSIONS

1.

I1 semble que les cellules de S. obliquus absorbent mieux le DNA de

M. lysodeikticus lorsqu'elles se trouvent au début de la phase exponen-
tielle de croissance, sans toutefois qu’'on puisse parler de phase pré-

férentielle de prise.

L’analyse par centrifugation en gradient de CsCl du ONA extrait des
cellules en fin d'incubation avec le DNA 3H de M. Ilysodeikticus montre
gue la radicactivité est portée principalement par des molécules poly-
mérisées dont la densité est égale & celle du DNA de M.vlysodeikticus.

On observe également dans la distribution un léger épaulement 3 la deﬁsité
du DNA de 1l'algue. L'analyse du DONA extrait des cellules en fin d’'expé-
rience aprés 72 H de culture en présence de DNA nan-radiocactif de

M. lyscodetkticus donne qualitativement les mémes résultats.

La quantité de ONA radicactif, estimée & pertir de la radiocactivité

N

spécifique du DNA 3H de M.lysodeikticus utilisé, représente environ 0,30
en fin d’'incubation (de 2 h), et environ 0,1 %, en fin d'expérience

(72 h) aprés environ 1 division cellulaire, du DNA total.

L'examen de frottis et de coupes aprés autoradiographie montre gue la

radicactivité est principalement intracellulaire.

L’ analyse par hybridation moléculaire a montré qu'asprés dénaturation
ét renaturation en présence d’'un excés de DNA de M. lysodeikticus non-
radioactif, il y a par réassociation formation d'hybrides dont le point
de fusion, estimé par élution thermigue sur colonne d'hydroxilapatite,

etait égal 3 celui du ONA de M. lysodeikticus.
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5. L'étude de la prise et du sort de DONA de B. subtilis, dont la densité
est différente de celle du M. lysodeitkticus, a donné des résultats
.comparables 3 ceux obtenus avec la ONA de M. lysodeikticus. L'analyse
du ONA extrait des cellules en fin d'expérience a montré que la radio-
activité est portée par des molécules dont la densité est égale 3 celle

du DNA bactérien utilisé. Dans ce cas toutefois, le ONA de B. subtilis,

extrait des cellules, est dépolymérise.

6. I1 ne semble pas exister chez S. obliquus de contaminants gui pourraient

donmer lieu & une interprétation erronée des résultats observés.

7. L'irradiation par des R.X. des cellules avant 1'incubation avec le ONA
Dactérien exogéne ne semble pas modifier, ni gqualitativement ni quanti-

tativement, le phénoméne observé.

8. I1 semble gu'en incubant les cellules dans un milieu ol le DNA bactérien
est complexé avec du phosphate de Ca insoluble, le phénoméne de prise

de DNA puisse &tre augmenté par un facteur de 50 environ.
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CONCLUSIONS GENERALES

La premiére partie de notre travail a consisté & étudier et &

caractériser le matériel utilisé, et tout d'abord les organismes récepteurs.

=

Apres avoir arrété notre choix & cing espéces d’'algues eucaryotes
unicellulaires, Euglena gracilis, Ochromonas dantca, Polyedriella helvetica,
Porphyridium cruentum et Scenedesmus obliquus. qui sont, croyons-nous,
réprésentatives des différentes familles d’algues unicellulaires, nous avons
recherché et défini les'conditions de culture : milieu - illumination -

aération - température etc.

A cette série d’'algues, nous avons ajouté 1'algue procaryote uni-
cellulaire Anacystis midulans qui avait déja fait 1'objet de recherches
génétigues, dont il existait des mutants bien caractérisés et chez qui la
transformation induite par du ONA exogéne avait &été réslisée. Comme 1'étude
biochimigue de la prise de ONA hétérologue n’avait pas été faite chez
cette algue, nous expérions en faire le contr8ile "positif” tout en étant
conscient gque les résultats ne pourraient pas nécessairement 8tre extrapoclés
aux grganismes gue nous nous propesions d'étudier. En effet, nous pas-
sions d’'un monde, celui des procaryotes ol le matériel génétique est ras-
semblé dans un chromosome plus ou moins libre & 1'intérieur de la cellule,
dans un autre monde, celui des eucaryotes ol le matériel génétique est
réparti sur plusieurs chromosomes sux-m@mes isaolés su sein d'une structure

bien spéciale, le noyau.

A partir de culots de cellules, nous avons extrait le ONA dans le
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but de le caractériser.

Nous avons vérifié que le matériel &tudié était représentatif
aussi bien qualitativement gque guantitativement de ce qui existe &

1'intérieur des cellules.

Pour 4. ntdulans et E. gracilis, nous avons confirmé les valeurs

de la densité citées dans la littérature.

Pour 0. danieca, P. helvetica et P.cruentum, on observe, 3 cdté
du DNA principal, un DNA satellite dont nous avons déterminé la densité

et leg pourcentage.

Pour S. obliquus, nous n'avons jamais observé gu'une seule espéce
de ONA et ce résultat est en désaccord avec ceux publiés par SSYMANK et al;
(1878), qui dans la souche D3 (provenant de l'algothéque de G&ttingen] ont
signalé la présence d'un DONA satellite dont la densité ast de 20 mg/cm3

=

inférieure & celle du DNA principal.

Chez 4. nidulang, en recherchant une méthode de lyse qui permettait
une extraction guantitative du DNA, nous avons observé gqu'apreés l'action
combinée de plusieurs agents lytiques, deux types de polysaccharides étaient
libérés dans le milieu. Ces polysaccharides ont en gradiént de CsCl des
densités proches de celle du DNA et peuvent de ce fait simuler des DONA
satellites. L'un de ces polysaccharides présent en guantité assez importante
a été analysé. Il est constituée presqu'exclusivemént de glucose et offre
beaucoup de ressemblance 3avec le glycogéne. Il sert vraisemblablement,

comme ce dernier, de substance de réserve aux cellules.
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Il a été montré gue les polysaccharides isolés & partir du manchon
ou de la paroi cellulaire d'4. nidulans, étaient de nature complexe
(DREWS et MEYERS, 1864 ; FOGG et al., 1973) et composés principalement

de mannose (DREWS et GOLLWITZER, 1865).

Pour pouvoir étudier la prise d'un ONA exogéne, il faut qu’il
soit différent des DNA des cellules hdtes. Notre choix s'est porté sur
le ONA de Micrococcus dont la densité en gradient de CsCl sst nettement
différente de celles des ONA principaux et satellites des organismes ré-

cepteurs.

I1 est‘possible d'obtenir le DNA de Micrococeus porteur d'une
radicactivité spécifigue élevée, de 0,5 &8 3 x 108 dpm/ug. Ce DNA se
prépare assez facilement et on peut 1l'obtenir hautement polymérisé (poids
moléculaire de 10 a 60 x 10% daltons). En fin de préparation, chague lot
a été analysé en vue de déterminer le poids moléculaire, la radioactivité

spécifique, la densité.

En étudiant 1'infection de la souche M. lysodeikticus M L 1 par
le phage N1 (LEE et al., 1968), LEE et DAVIDSON (1968) ont signalé la
présence de minicercles dans le ONA de cette souche. Nous avons recherché
les formes circulaires dans le DNA des différentes souches dont nous dispo-
sions. Par centrifugation en gradient de CsCl en présence de bromure
d’'éthidium, nous avans montré l'existence dans toutes nos souches de molé-
cules de ONA circulaire dont 1a densité en gradient de CsCl est comparable
a8 celle du ONA chromosomigue, excepté pour la socuche ATCC 4688, souche
sauvage chez gui la densité du DNA des formes circulaires est de 5 mg/cm3

inférieure & celle du DNA du chromosome.
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L'intégrité des molécules de DNA de nos préparatiocns a été testée

par centrifugation & pH alcalin et par 1’étude du pouvoir transformant.

Par la technigue de KLOOS (1969a) et avec une souche de M. lysodeik=
ticus auxotrophe pour le tryptophane, nous avons obtenu, avec diverses pré-
parations de DNA, des pourcentages de transformation élevés (0,1 %) qui

étaient comparables & ceux obtenus par KLOOS.

Lors des essais préliminaires dans le but de définir les conditions
d'incubation les plus favorables (milieu - température - concentration
cellulaire - concentration en DNA exogéne - durée d'incubation etc.), nous
avons utilisé une technigue d'analyse simple - le Schmidt-Thanhauser, pour

la détermination de la radiocactivité acido-insoluble liée aux cellules.

Pour l'étude de la prise de DNA exogéne, nous avons utilisé 1'ul-
tracentrifugation en gradient de CsCl gui permet une caractérisation des

molécules radiocactives (densité - état de polymérisation].

L'identification des molécules radicactives extraites des cellules
a parfcié été complétée par hybridation moléculaire suivie d’'une analyse
‘par thermo-chromatographie sur hydroxilapatite des hybrides aprls réasso-
ciation moléculaire. Cette méthode a une spécificité et une sensibilité

plus grandes gue les méthodes précédentes.

Avec A. nidulans, nous avons pu étudier en paralléle les aspects
biochimigques et génétigues de la prise de ONA exogéne - homologue ou hété-

rologue.

Nous avans observé un moment préférentiel de prise de DNA exogéne
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qui se situe au méme moment gque la phase de compétence décrite par
ORKWISZEWSKI et KANEY (1874). Nous avons obtenu, avec du ONA d'A. ntdulans,
des pourcentages élevés de transformation (0,2 %), comparables & ceux ob-

tenus par d'autres auteurs avec d'autres mutants.

Par contre, les essais de transformation induite par»du ONA de
M. lysodeikticus ont été négatifs. Le DNA extrait des cellules aprés
1'incubation avec du ONA tritié de M. lysodeikticus était radiocactif,
mais 1'analyse en gradient de CsCl a montré que la radiocactivité est portée
par des molécules qui ont la densité du DNA d’4. nidulans. D'autre part,
1'analyse par hybridation moléculaire a montré que la radiocactivité est
portée par des molécules gui ne se réassocient pas aprés dénaturation avec
du ONA non-radicactif de M. lysodeikticus. Ceci permet de supposer que le
DNA bactérien est hydrolysé dans les ceilules et que les produits de'dégra-

dation servent aux synthéses endogénes.

Avec les algues sucaryotes (tout comme avec 4. nidulans) 1'analyse
du milieu d'incubation a montré gque le DNA bactérien était peu modifié,
ce qui laisse supposer qu'il n'y a pas ou peu de nucléases excrétées dans

le milieu par les cellules.

Chez E. gractlis et P. helvetica, les résultats obtenus se res-
semblent. En fin d'incubation, la radiocactivité présente dans les cellules
gst portée pér des molécules de faible poids moléculaire gui ne sédimentent
pas dans le gradient de CsCl, provenant d'une dégradation intracellulaire

du ONA bactérien.

Des résultats analogues ont été obtenus par LURQUIN et BEHKI (1875)
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qui, utilisant 1'algue verte eucaryote Chlamydomonas reinhardi, ont observé -
une.faible prise de DNA bactérien par les cellules. Le DNA étranger est

rapidement hbydrolysé a l'intérieur des cellules et, pour cette algue, les

produits de dégradation sont réutilisés pour les synthéses de DONA endogéne.

Pour 0. danica, la situation est légérement différente. En fin
d'incubation, la radicactivité présente dans les cellules est portée par
des molécules de poids moléculaire assez faible gui ont en gradient de CsCl
la méme densité que celle du DNA bactérien utilisé. Mais lorsque ces cellules
sont remises en culture pour une ou deux générations dans du milieu de
culture normal, le DNA bactérien est rejeté et on n’observe ocratiguement plus

de radioactivité dans les cellules.

Chez 1'algue rouge P. cruentum, le sort du DNA bactérien est
différent. En fin d'incubation, 1la radioactivité extraite des cellules est
portée par des molécules polymérisées qui ont la méme densité gque celle du
DNA bactérien utilisé et cette radiocactivité représente une guantité de
ONA égale & environ 0,08 % du DNA total. Lorsgue ces cellules sont remises
en culture dans du milieu normal pour une génération, aon voit gque la radio-
activité est portée par des molécules gui ont la méme densité gue celle
du DNA bactérien et qui représentent une quantité de DNA égale & environ
0,04 % du DNA total. Dans ce cas, il semble gue le DNA éiranger ne soit

ni modifié ni rejeté par les cellules.

Qualitativement, des résultats semblables ont été obtenus avec
1'algue verte S. obliquus, mais dans ce cas, le ONA étranger représente

environ 0,1 % du ONA total, aprés division cellulaire.
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La quantité de radiocactivité présente dans les cellules en fin

d'expérience a permis guelgues examens complémentaires.

C'est ainsi que 1l'autoradiographie soit sur frottis soit sur coupes
histologiques a montré gue la radioactivité était principalement localisée
a8 l'intérieure des cellules. Vu la petite taille des cellules et la dif-
ficulté de différentier le noyau, nous n'avons pas pu nous rendre compte

si la localisation était nucléaire ou cytoplasmigue.

Les molécules radicactives ont aussi été analysées par hybrida-
tion moléculaire et 1l’analyse a montré gqu’'une partie importante des molé-
cules radioactives, aprés dénaturation et renaturation, é&taient réassociées
pour former un hybride dont la température de fusion déterminée par é&lution
thermigue était voisine sinon identique & celle du DNA de M. lysodeikticus

analysé dans les mémes conditions.

Lorsque, au lieu de ONA de M. lysodeikticus, on utilise un autre
DONA bactérien dont la densité est différente (DNA de S. subtilis,
d = 1,703 g/cm?), on observe le méme genre de résultats, les molécules
radicactives extraites des cellules en fin d'expérience ayant la densité du

DNA bactérien utilisé.

Par des études biochimigues et par examen en microscope €lectro-
nigue, nous avons pu éliminer la présence, dans les algues S. obliquus,
d'organismes contaminants qui pourraient donner lieu & une fausse interpré-

tation des résultats.

Parmi les agents extérieurs gui pourraient mogifier le phénoméne,

nous avons étudié les effets de l'irradiation par les rayons X. Dans nos
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conditions expérimentales, c'est-a-dire, l'irradiation des cellules de
S. obliquus avant l'incubation dans le milieu contenant le DNA bactérien
radioactif, le phénoméne n’'est pas modifié ni gualitativement, ni guanti-

tativement.

Par contre, nous avons observé que lorsque le DNA bactérien
est complex@ avec du phosphate de calcium, on observe une prise beaucoup
plus importante, jusqu'a 50 fois plus, de DONA étranger par les cellules de

S. obliquus.

I1 semble donc, gue dans nos conditions expérimentales, certaines

algues soient capables de prendre et de garder du ONA exogéne bactérien.

Nous ne savons pas si ce DNA étranger est capable de s'exprimer,

gt c'est cet aspect du probléme qui retiendra notre attention dans le futur.

Le fait de pouvoir introduire chez ces organismes des informations
génétiques qui pour;aient améliorer leur gqualité nutritive, gui pourraient
les rendre plus indépendants du milieu extérieur, qui pourraient les rendre
résistants vis-&-vis de certaines agressions du milieu extérieur, n'sst

plus tout a8 fait du domaine de la science fiction.
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RESUME GENERAL

1. Il existe chez Micrococcus lysodeikticus ATCC 4688, souche sauvage, des
plasmides dont la fonction n'est pas connue et dont le DONA a une densite

=

légérement inférieure & celle du ONA du chromosome.

2. Chez Sareina flava, des formes circulaires de DNA existent é&galement, mais

la densité est la méme que celle du ONA du chromosome.

3. Le DNA principal et le DNA satellite (quand il existait]), ont été carac-

térisés chez cing espéces d'algues eucaryotes.

4. Chez Anacystis nidulane, alguebleue procaryote, 11 existe un moment pré-
férentiel de prise de DNA exogéns - homologue ou hétérologue, gul semble
coincider avec la phase de compétence décrite par certains auteurs.

Nos essais de transformation hétérologue ont été négatifs et 1'analyse
biochimique a montré que le DNA bactérien abscrbé par les cellules était

trés rapidement dégradé & l'intérieur de celles-ci.

5. Nous n'avons pas observé dans nos conditions expérimentales, de pré-
sence de ONA polymérisé bactérien dans les cellules d'algues eucaryctes

Euglena gracilis et Polyedriella helvetica.

8. Avec Ochromonas dantica, on observe une absorption de DNA bactérien, mais
les molécules étrangéres sont rejetées lorsque les cellules sont remises

en culture dans du milieu normal.



7.

235.

Avec Porphyridium cruentum et Scenedesmus obliquus, on observe une absorp-
tion de ONA bactérien. Lorsque les cellules sont remises en culture dans
du milieu normal, des molécules radicactives ayant la densité du DONA
étranger sont encore observées dans les cellules apreés une ou deux divi-
sions. La radicactivité représente une guantité de ONA bactérien égale 3

environ 0,04 % et 3 0,1 % respectivement, du ONA total.

Chez Scenedesmus obliquus,

al) une localisation intracellulaire de la radicactivité a pu 8tre

montrée par autoradiographie sur coupes ;

b) les recherches de contaminants éventuels par étude biocchimigue et par

examen des cellules en microscopie électronigque ont été négatives ;

c) la densité des molécules radioactives extraites des cellules en fin
d'expérience correspond & la densité du DNA avec lequel les cellules
ont &té incubées (1,731 g/cm3 quand il s’'agit de DNA de Micrococeus
lysodetkticus, 1,703 g/cm® quand 1'expérience a été menée avec du DNA

de Bactllus subtilis) ;

d) l'irradiation par les R.X. des cellules avant 1'incubation avec le DNA
bactérien radiocactif, ne modifie pas le phénoméne ni gqualitativement,

ni gquantitativement ;

e) une augmentation trés importante de la quantité de DNA absorbée par les
cellules est observée lorsgue le DNA bactérien est complexé avec du

phosphate de calcium.
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