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INTRODUCTION 

YIESCHER d é c o u v r i t  v e r s  1 8 6 9 1 e s  " n u c l é i n e s " ,  m a c r o m o l é c u l e s  d o n t  

on  sa i t  m a i n t e n a n t  q u ' e l l e s  c o n s t i t u e n t  l e  m a t é r i e l  g é n é t i q u e  d e s  c e l l u l e s .  

ALTMANN (18891 p r o p o s a  l e  terme " a c i d e s  n u c l é i q u e s "  e t  d é c o u v r i t  

une  méthode  commode d e  p r é p a r a t i o n  q u i  d e v a i t  amener ,  a p r è s  l ' i d e n t i f i c a -  

t i o n  d e s  b a s e s  a z o t é e s  q u i  composent  ces m o l é c u l e s  (LEVENE e t  JACOBS, 19091,  

l a  mise e n  é v i d e n c e  v e r s  1930  p a r  LEVENE e t  BASS 119311 d e  deux t y p e s  

d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s  : l ' a c i d e  d é s o x y r i b o n u c l é i q u e  e t  l ' a c i d e  r i b o n u c l é i q u e .  

BRACHET (19331 p u t  d é m o n t r e r .  g r â c e  a u  tes t  à l a  r i b o n u c l é a s e ,  que  les 

a c i d e s  r i b o n u c l é i q u e s  é t a i e n t  l o c a l i s é s  p r i n c i p a l e m e n t  d a n s  l e  c y t o p l a s m e  

e t  e n  p e t i t e  q u a n t i t é  s e u l e m e n t  d a n s  l e  noyau.  

P a r  d e s  t e c h n i q u e s  mises a u  p o i n t  p a r  FEULGEN e t  ROSSENBECK 

[19241,  l es  a c i d e s  d é s o x y r i b o n u c l é i q u e s  f u r e n t  l o c a l i s é s  p a r  c o l o r a t i o n  

s p é c i f i q u e  d a n s  l e  noyau d e s  c e l l u l e s  e t  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  d a n s  les 

chromosomes (LESSLER. 1 9 5 3  ; LEUCHTENBERGER, 1954 ; SWIFT, 1 9 5 5  ; K U R N I C K .  

19551.  

La c o r r e s p o n d a n c e  e n t r e  a c i d e  d é s o x y r i b o n u c l é i q u e  e t  m a t é r i e l  

g é n é t i q u e  f u t  p r o p o s é e  à p a r t i r  d e  p l u s i e u r s  c o n s t a t a t i o n s  : les  a c i d e s  

d é s o x y r i b o n u c l é i q u e s  é t a i e n t  s i t u é s  d a n s  ie noyau d e s  c e l l u l e s  a n i m a l e s  e t  

v é g é t a l e s ,  t o u s  les noyaux en  c o n t e n a i e n t  IFEULGEN, BEHRENS e t  MAHDIAASSAN, 

19371 d e s  q u a n t i t é s  c o n s t a n t e s  e t  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e s  t y p e s  d e  c e l l u l e s  

(BOIVIN. VENDRELY e t  VENDRELY, 19481 ,  l ' a c i d e  d é s o x y r i b o n u c l é i q u e  se ré- 

p a r t i s s a i t  d ' u n e  m a n i è r e  é g a l e  d a n s  les  c e l l u l e s  f i l l e s .  



Déjà, en 1928, GRIFFITH réalisa des expériences qui furent à 

1'0-rigine de la découverte du processus de transformation et permirent de 

confirmer le DNA comme matériel héréditaire. Il réussit à infecter des 

souris avec un mélange de Diplococcus pnewnoniae R Irough] non virulents et 

S (smoothl virulents mais préalablement tués par la chaleur. Comme il 

découvrit que ces souris étaient atteintes de pneumonie et que 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 rhlisée , 

"in vitro" (DAWSON et SIA, 19311 et ALLOWAY en 1933 démontra que le fac- 

teur transformant pouvait être obtenu en lysant des cellules S et en le 

précipitant à l'alcool. Ce n'est qu'en 1944 qu'AVERY. MAC LE00 et Mc CARTY, 

par une analyse systématique de la nature chimique du principe transfor- 

mant. établirent l'équivalence : DNA - principe transformant. Ni la 

RNase ni les enzymes protéolytiques ne modifiaient l'activité biologique 

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

néanmoins des doutes. En effet, les préparations de DNA obtenues à l'époque 

n'étaient pas très pures et on ne pouvait exclure l'intervention de conta- 

minant~ protéiques dans l'activité transformante. 

Il fallut attendre la mise au point de méthodes plus élaborées 

de préparation de ONA pour pouvoir observer que plus pur était le DNA. 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, 1949 ; HOTCHKISS, 1952 ; ZAUMENHOF, ALEXANDER et LEIDY, 



Le phénomène d e  t r a n s f o r m a t i o n  ne  f u t  pas  l imité aux s e u l s  

pneumocoques. I l  s ' a v é r a  ê t r e  d ' u n e  g r a n d e  impor tance  pour  l ' a n a l y s e  géné- 

t i q u e  d e  d i f f é r e n t e s  e s p è c e s  b a c t é r i e n n e s  e t  pour l ' é t a b l i s s e m e n t  d e s  r e -  

l a t i o n s  e n t r e  i n t é g r i t é  d e  l a  s t r u c t u r e  e t  f o n c t i o n  du ONA. Les phénomènes 

d e  p r i s e  d e  ONA e t  d e  t r a n s f o r m a t i o n  f u r e n t  a l o r s  é t u d i é s  au  n iveau  molé- 

c u l a i r e  e t  q u e l q u e s  années  p l u s  t a r d ,  d e s  e x p é r i e n c e s  a n a l o g u e s  f u r e n t  

t e n t é e s  s u r  d e s  c e l l u l e s  e u c a r y o t i q u e s  IBORENFREUND, ROSENKRANZ e t  BENDICH. 

1959 ; KRAUS, 1961 : WILCZOCK, 1961; ... 1. 

Depuis  l o r s ,  d e s  é t u d e s  o n t  é t é  e n t r e p r i s e s  s u r  un nombre c o n s i -  

d é r a b l e  de  c e l l u l e s  e t  d ' o r g a n i s m e s  d i f f é r e n t s ,  d o n t  les r é s u l t a t s  o n t  é t é  

p a s s é s  e n  r e v u e  notamment p a r  LEDOUX (19651, p a r  P .  CHARLES 119671 et p l u s  

récemment p a r  BHARGAVA e t  SHANMUGAM [19711. Cependant,  beaucoup d e  d i f f i -  

c u l t é s  o n t  é té  r e n c o n t r é e s  l o r s  d e s  e x p é r i e n c e s  e f f e c t u é e s  a v e c  d e s  o rga -  - l 
nismes s u p é r i e u r s ,  d i f f i c u l t é s  d u e s  en  g r a n d e  p a r t i e  à l a  c o m p l e x i t é  physio-  

l o g i q u e  d e s  o rgan i smes  é t u d i é s .  I l  nous a  donc semblé  i n t é r e s s a n t  d ' é t u d i e r  

l e  s o r t  m o l é c u l a i r e  d e  DNA exogènes  chez  q u e l q u e s  a l g u e s  u n i c e l l u l a i r e s ,  

o rgan i smes  q u i  se p l a c e n t  t o u t  au  b a s  d e  l ' é c h e l l e  d e  l ' é v o l u t i o n  e t  s o n t  

i n t e r m é d i a i r e s  e n t r e  o rgan i smes  p ro -  e t  eu -ca ryo tes .  

En 1962, d e s  phénomènes d e  t r a n s f o r m a t i o n ,  comparables  à ceux  

&tenus c4wz 1 % ~  %sc%&%~Rs, &&wnt c t & r i t e  ctlez une al%* E31eue W n m l l u l a - i r e  

p r o c a r y o t e  : Anacystis nidutans. KUMAR (19621 i s o l a  deux souches  r é s i s t a n t e s  

à l a  s t r e p t o m y c i n e  ou à l a  p é n i c i l l i n e .  Ayant mélange d e s  c u l t u r e s  d e  c e s  

deux m u t a n t s  e t  t r a n s f é r é  d e s  a l i q u o t e s  d a n s  un m i l i e u  s é l e c t i f  c o n t e n a n t  

l e s d e u x  a n t i b i o t i q u e s ,  i l  o b s e r v a  une c r o i s s a n c e  d ' a l g u e s  dans  10  f i o l e s  

s u r  36. a p r è s  un temps d ' é c l i p s e  d e  8 à 1 4  j o u r s .  I l  s u g g é r a  l ' e x i s t e n c e  

d ' u n  phénomène d e  recombinaison g é n é t i q u e  q u i  s e r a i t  ob tenu  avec  une  f r é -  

quence d  ' e n v i r o n  1 recombinant  pour  1 o8 EèITules .  



La d i f f i c u l t é  m a j e u r e  à c e t t e  époque  r é s i d a i t  d a n s  l e  f a i t  q u ' o n  

n e  p a r v e n a i t  à c u l t i v e r  Anacystis q u e  d a n s  d e s  m i l i e u x  l i q u i d e s  e t  q u ' i l  

- n ' é t a i t  p a s  p o s s i b l e  d ' i s o l e r  les  r e c o m b i n a n t s .  . 

PIKALEK (19671 m i t  e n  d o u t e  les  c o n c l u s i o n s  d e  kUMAR, e n  o b s e r -  

v a n t  une i n a c t i v a t i o n  d e  l a  p é n i c i l l i n e  p e n d a n t  l a  l o n g u e  p é r i o d e  d e  r e p o s  

( d i t e  d ' é c l i p s e ) .  D ' a p r è s  l u i ,  les r e c o m b i n a n t s  é t a i e n t  e n  f a i t  d e s  m u t a n t s  

s t r e p t o m y c i n e  r é s i s t a n t s  a y a n t  r é s i s t é  à l ' a c t i o n  d e  l a  p é n i c i l l i n e  p e n d a n t  

6 j o u r s  a u  moins.  En e f fe t ,  ses r e c o m b i n a n t s  p r o v e n a i e n t  d e  c u l t u r e s  en 

p h a s e  s t a t i o n n a i r e ,  donc  d e  c e l l u l e s  mé tabo l iquemen t  i n a c t i v e s  q u i .  d e  c e  

f a i t ,  p o u v a i e n t  s u r v i v r e  d a n s  un m i l i e u  c o n t e n a n t  d e  l a  p é n i c i l l i n e .  Ce- 

p e n d a n t ,  ce t te  o b j e c t i o n  n e  f u t  p a s  r e t e n u e  car s e l o n  FOGG 119731, les re- 

c o m b i n a n t s  d e  KUMAR se m o n t r a i e n t  3 l a  f o i s  s t r e p t o m y c i n e  e t  p é n i c i l l i n e -  

r é s i s t a n t s  d a n s  d e s  tes ts  s é p a r é s  (KUMAR, communica t ion  p e r s o n n e l I e  à FOGGI. 

SINGH e t  SINHA (19651 s u g g é r è r e n t  é g a l e m e n t  un phénomène d e  recom- 

b i n a i s o n  g é n é t i q u e  l o r s  d ' e x p é r i e n c e s  en  m i l i e u  l i q u i d e  a v e c  l ' a l g u e  b l e u e  

f i l a m e n t e u s e  Cytindrospernwn m a j u s .  

Cependan t ,  c ' e s t  en  1960  que  BAZIN a p p o r t a  une p r e u v e  f o r m e l l e  d e  

l ' e x i s t e n c e  du p r o c e s s u s  de r e c o m b i n a i s o n  c h e z  Anacystis nidulmrs. U t i l i -  

s a n t  l e  m i l i e u  d e  KRATZ e t  WYERS (19551 m o d i f i é  p a r  VAN BAALEN (19651.  i l  

l u i  f u t  p o s s i b l e  d ' é t a l e r  s u r  b o i t e ,  q u a n t i t a t i v e m e n t ,  Anacystis nidutans. 

Ayant  i s o l é  deux m u t a n t s  s t a b l e s .  l ' u n  r é s i s t a n t  à l a  polymyxine  B e t  

l ' a u t r e  à l a  s t r e p t o m y c i n e ,  il les  i n c u b a  ensemble  p e n d a n t  1 n u i t  d a n s  d e  

l ' e a u  s t é r i l e .  Après  é t a l e m e n t  s u r  b o i t e s  c o n t e n a n t  les deux a n t i b i o t i q u e s .  

i l  c o n s t a t a  a p r è s  deux s e m a i n e s  e n v i r o n  l ' a p p a r i t i o n  d e  q u e l q u e s  c o l o n i e s ,  

t a n d i s  q u e  les c o n t r ô l e s  r e s t a i e n t  n é g a t i f s .  Ces r e c o m b i n a n t s ,  s t a b l e s  



après sous-cultures. furent obtenus avec une fréquence assez basse, variant 

de 4,s à 491 par l o g  cellules viables. 

La transformation après incorporation de DNA exogène fut obtenue 

chez Anacystis nidulans par SHESTAKOV et KHYEN en 1970. Ils montrèrent 

que du DNA isolé à partir de souches mutées, érythromycine R. streptomycine R 

ou filamenteuses. pouvait transformer le type sauvage ou d'autres récep- 

teurs, a une fréquence variant de 0,004 à 0,08. c'est-à-dire, plus de l a 4  

fois celui de la mutation spontanée. 

D'autre part, SHESTAKOV et KHYEN déterminèrent quelques conditions 

qui favorisent la transformation chez cette algue. Ils observèrent que 

le pourcentage de transformation le plus élevé était obtenu avec une con- 

centration cellulaire de 4 à 6 x IO' cellules viables par ml. avec une 

concentration en DNA variant entre 20 et 30 ug par ml et un temps d'incuba- 

tion en présence du ONA d'environ 5 heures. Comme le phénomène semble être 

sensible à des variations de l'intensité lumineuse, les auteurs conclurent 

que la prise de DNA était directement dépendante de l'énergie de photo- 

synthèse. 

HERDHAN et CARR 11971 1, également avec Anacystis niduZans, obtinrent 

des recombinants en utilisant le surnageant acellulaire de cultures d'un 

mutant d'Anacystis. Ils analysèrent ce surnageant et déterminèrent qu'il 

contenait un complexe DNA/RNA dans le rapport 1/6.  L'efficience de ce 

complexe est réduite de 60  % après incubation en présence de ONase ou/et 

de RNase. mais reste inchangée après incubation en présence de pronase. 

Poursuivant ces recherches, HERDNAN (1973 a.bl observa l'appari- 

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



r é a l i s é e s  à l ' a i d e  d e  DNA e x t r a i t  ch imiquement  d e s  c e l l u l e s  q u ' à  l ' a i d e  

du  complexe a - c e l l u l a i r e  ONA/RNA. Cependan t ,  l e  complexe  DNA/RNA p e r m i t  

une  é t u d e  d e  marqueur s  p l u s  d i s t a n t s  les uns  d e s  a u t r e s ,  ce q u i  amena 

HERDNAN à c o n c l u r e  q u ' a v e c  les  a c i d e s  n u c l é i q u e s  e x t r a c e l l u l a i r e s .  d e  p l u s  

g r a n d s  s e g m e n t s  du génome d o n n e u r  s o n t  t r a n s f é r é s  d a n s  les c e l l u l e s  r é c e p -  

t r ices.  

ORKWISZEWSKI e t  KANEY [19741 u t i l i s è r e n t  d ' a u t r e s  m u t a n t s  

d l A n a c y s t i s ,  un a u x o t r o p h e  p o u r  la  p h é n y l a l a n i n e  e t  un a u x o t r o p h e  p o u r  

l ' o r n i t h i n s  et un s t r e p t o m y c i n e  R .  Ils c o n f i r m è r e n t  les r g s u l t a t s  des 

a u t r e s  c h e r c h e u r s  a i n s i  q u e  les  c o n d i t i o n s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  d é c r i t e s  p a r  

- SHESTAKOV e t  KHYEN (19701 .  De p l u s ,  i l s  o b s e r v è r e n t  un p i c  d e  t r a n s f o r m a -  

t i o n  r e s s e m b l a n t  à l a  p h a s e  d e  compétence  d e c r i t e  c h e z  c e r t a i n e s  b a c t g r i e s .  

D e r n i è r e m e n t ,  d e s  phénomènes d e  r e c o m b i n a i s o n  g é n é t i q u e  o n t  éga-  

l e m e n t  é té  o b s e r v é s  c h e z  l ' a l g u e  b l e u e  N o s t o c  muscorn. En e f f e t ,  un  t r a n s -  

f e r t  d e  g è n e  n i f  d e  la  s o u c h e  s a u v a g e  ( n i f +  S t - S I  à un m u t a n t  [n i f '  S t -RI  

a é té  o b t e n u  p a r  STEWART e t  SINGH [ i 9 7 5 1 .  

T o u t  récemment; ASTIER e t  ESPARDELLIER (19761 o n t  ob tenu  d e s  

t r a n s f o r m a t i o n s  à l ' a i d e  d ' u n  mé lange  d ' a c i d e s  n u c l é i q u e s  c h e z  une a u t r e  

a l g u e  b l e u e  u n i c e l l u l a i r e  Aphmrocapsa 6714. E l l e s  o b s e r v e n t  é g a l e m e n t  

l ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  p h a s e  d e  compétence .  

LUROUIN e t  EEHKI (79751 o n t  é t u d i é  a u  p o i n t  d e  v u e  b i o c h i m i q u e  

la p r i s e  d e  DNA b a c t é r i e n  p a r  l ' a l g u e  v e r t e  e u c a r y o t e  ChZamydomonas 

r e i n h a r d i i .  I ls a b o u t i r e n t  à l a  c o n c l u s i o n  q u e  l e  DNA b a c t é r i e n  é t a i t  

p r i s  e n  p e t i t e  q u a n t i t é  p a r  les c e l l u l e s  e t  é t a i t  e n s u i t e  d é g r a d é  e t  



r é u t i l i s é  pour l a  synthèse du DNA endogène. 

Etant donné ces r é s u l t a t s  t an tô t  pos i t i f s  (Anacystis, Cylindrospernwn, 

Nostoc e t  Aphanocapsal . t an tô t  négat i fs  ICZamydomonas 1 ,  il nous a  semblé 

in té ressan t  d ' é tud ie r  l a  p r i se  e t  l e  s o r t  de DNA bactérien chez quelques 

algues un ice l lu la i res .  

Nous avons cho is i  l ' a lgue bleue procaryote Anacystis nidutans 

comme matériel  de référence car  i l  ava i t  é t é  démontré que ces  c e l l u l e s  

absorbaient du DNA exogène. De p l u s ,  nous savions que l a  transformation 

hétérologue e t  l ' ana lyse  biochimique des phénomènes de p r i s e  de DNA homologue 

e t  hétérologue n 'avai t  pas encore é t é  r éa l i s ée s  chez c e t t e  algue. Les autres  
1 

algues sélectionnées sont  des organismes eucaryotiques un i ce l l u l a i r e s .  

E l les  sont représenta t ives  des grandes fami l les  t e l l e s  l e s  algues jaunes - 

ou Chrysophyceae [Ochromonas e t  PoZye&eZZal, l e s  algues rouges ou-Rhodo- 

phyceae [Porphyridiwnl, l e s  algues ver tes  ou Chlorophyceae [Scenedesmusl 

e t  l e s  Euglenophyceae [EugZenul. E n  outre.  cer ta ines  présentaient  un 

i n t é r ê t  pa r t i cu l i e r ,  t e l l e  Scenedesmus devenue de nos jours une a lgue 

potentiellement importante au point de vue économique. 

Dans une première p a r t i e  du  t r a v a i l ,  nous avons ca r ac t é r i s é  l e  

matériel  bactérien e t  plus part iculièrement Sarcina fzava e t  Micrococcus 

lysodeikticus. Une seconde p a r t i e  de notre  t r a v a i l  a  é t é  consacré à l a  mise 

au point de méthodes de préparation quan t i t a t ive  des DNA des algues en vue 

de l eur  ca rac té r i sa t ion  physicochimique,par u l t racentr i fugat ion en gra- 

d ient  de chlorure de césium. Dans une troisième pa r t i e ,  nous nous sommes 

a t tachés  a l ' é t u d e  de l a  p r i s e  e t  du  so r t  moléculaire de DNA bactér iens  

chez l e s  algues en u t i l i s a n t  principalement l a  technique de centr i fugat ion 



en gradient  de chlorure de césium. Dans l a  dernière  pa r t i e  e t  pour une 

algue avec laquel le  nous avions obtenu des r é s u l t a t s  encourageants, nous 

avons étudié l ' in f luence  de l ' i r r a d i a t i o n  s u r  l a  p r i s e  des ONA étrangers.  



NATERI EL e t  METHODES 

1. PRODUITS 

A. Produits non-radioactifs 

L e s  p r o d u i t s  miné raux  e t  o r g a n i q u e s  u t i l i s é s  s o n t  d e  marque MERCK. 

U.C.B., B.O.H.. GEIGY... e t  s o n t  " p u r s  p o u r  a n a l y s e " .  Les enzymes s o n t  d e  

marque  CALBIOCHEM,SIGMA, KAKEN CHEMICAL o u  SERAVAC. P o u r  l a  p r é p a r a t i o n  

d e  c e r t a i n s  m i l i e u x  d e  c u l t u r e  p o u r  a l g u e s  ou  p o u r  b a c t é r i e s ,  nous  a v o n s  

u t i l i s é  d e s  p r o d u i t s  DIFCO ou 0x010. 

B. Produits radioactifs 

Nature 

1. ~ h ~ r n i d i n e - 6 - ~ ~  

2. ~ d é n i n e - 2 - ~ ~  

3 .  ~ r a c i l e - 6 - ~ ~  

4.  ~ d é n i n e - 8 - ~ ~ ~ ( c h ~ o r h ~ d r a t e l  

II. SOUCHES BACTERIENNES 

Activité spécifique Origine 

15 Ci/mM C.E.N. 

15 C i / m M  C.E.A. 

26 C i / m N  C.E.A. 

2  mCi/mM C.E.A. 

Souche Génotype 

1 .  Micrococcus luteus ATCC 4698 s a u v a g e  
(M.  l y sode ik t i cus )  

2 .  Micrococcus lu teus  ATCC 4698 t r p  C23 
(M.  l y sode ik t i cus )  

Exigences 

- 

T r y p t o p h a n e  



3.  Micrococcus luteua ATCC 4698 
(M. Zysodeikticus) 

4. kcrococcus Zuteus ATCC 4698 
(M. Zysodeikticus) 

5 .  Micrococcus Zuteus ATCC 540 
i sardna  pava)  

8 .  Escherichia co Z i  K 1 2 -CR34 

t r p  E l 6  Tryptophane 

h i s  25 H i s t i d i n e  

ade  540 Adénine 

sauvage  - 
Hfr-metB-car Bi3 Méthionine ,  a r g i n i n e ,  

p y r i m i d i n e s  

F - - t h r e - l e u - t h i - t h y  Thréonine ,  l e u c i n e .  
t h i a m i n e ,  thymine 

Les souches  2 à 5 nous o n t  é t é  a imablement  envoyées  par  l e  D r  KLOOS 

( R a l e i g h  U n i v e r s i t y ,  USAI. 

III. SOUCHES D ' ALGUES 

Souche N O  Génotype Origine 

6 25 sauvage  I.U.C.C. (U.S.A.] 

1172 met -4 

Klebs s a u v a g e  I.N.T. 1Be lg ique l  

5.  Ochromonas danica 933/2 sauvage  C.C.A.P. [U.K. 1 

6. Po Zyedme Z Z a  he luetica 861 /1 sauvage  C.C.A.P. [U.K. 1 

7. Porphyridiwn cruentwn 

8. Scenedesmus ob Ziquus 

161 sauvage  I.U.C.C. (U.S.A.] 

276/3a sauvage  C.C.A.P. ( U . K .  1 

Les souches  1 ,  2 e t  3 nous o n t  é t é  aimablement f o u r n i e s  Dar l e  



D r  N.G.  CARR [ L i v e r p o o l  U n i v e r s i t y ,  U . K . I .  l a  s o u c h e  4 p a r  l e  Dr J .  J A O I N  

(1.i'I.T. A n v e r s )  e t  les  s o u c h e s  5 ,  6 e t  7 p a r  l e  D r  V .  DEMOULIN ( U n i v e r s i t é  

d e  L i è g e 1  . 

1. Saline - EDTA : 0 .14  N NaCl e t  O B I  M EDTA. pH 8,O. 

2. Saline - citrate : . - 

s o l u t i o n  c o n c e n t r é e  : 1 . 5  M NaCl e t  0 , 1 5  M Na3 c i t r a t e ,  pH 7.5 

s o l u t i o n  n o r m a l e  : d i l u t i o n  10" 

s o l u t i o n  d i l u é e  : d k l u t i o n  1 0 ' ~ .  

3. Pronase : s o l u t i o n  à 20 mg/ml d a n s  NaCl 0.01 M ,  i n c u b é e  à 37' p e n d a n t  

90  m i n u t e s  p o u r  d i g é r e r  l e s  n u c l é a s e s  é v e n t u e l l e s .  La s o l u t i o n  

est e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  e t  s t é r i l i sée  par  f i l t r a t i o n .  

S o l u t i o n  c o n s e r v é e  a u  f r o i d  à 4 OC. 

4. Ribonucléase : s o l u t i o n  à 0.2 % d a n s  NaCl 0 , 1 4  M ,  i n c u b é e  à 8 0  OC pen- 

d a n t  10 m i n u t e s  p o u r  i n a c t i v e r  l e s  d é s o x y r i b o n u c l é a s e s  

é v e n t u e l l e s .  La s o l u t i o n  est  e n s u i t e  s tér i l i sée  p a r  f i l -  

t r a t i o n  e t  c o n s e r v é e  a u  f r o i d  à 4 OC. 

5. Lauryl sulfate de sodium : s o l u t i o n  à 20 % d a n s  l ' e a u .  

6. Tampon de dialyse [ a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl e n  p r é s e n c e  

d e  bromure  d ' é t h i d i u m l  : O,? M NaCl/O.OS M T r i s / O . O l  M EDTA, 

pH 7,6. 

7. Tampon T N E : Tris-HC1 0 .01  N /  NaCl O,? M /  EDTA 0 , 0 0 2  M .  

8 .  Tampon T E : 0,OS M T r i s /  0 , 0 2  N EDTA. pH 8,O.  

9. Tampon T E S : 0.05  M T r i s /  0 .05 M NaCl/ 0 , 0 0 5  M EDTA, pH 8,O. 



10. Bouillon de transformation pour Micrococcus [Kane e t  Kloos ,  19701 : 

0,05 M Tris/ 0 ,01 M SrC12, pH 7,O. 

11. Sarkosyl : s o l u t i o n  à 1 0  % d a n s  l ' e a u  d i s t i l l é e .  

12 .  Protéinase K : s o l u t i o n  à 1  mg/ml dans  N a C l  0.01 M .  

13 .  Tampon cacodylate 0,2 M : 21,4  g  c a c o d y l a t e  Na.3H20 [BOHI, 63 m l  H C 1  

0.1 N, 437 m l  Hz0 b i d i s t i l l é e ,  pH 7 , 2 .  

14.  Résine Spurr - standard (Spurr, 1969) : 

ERC-VCD [Laddl 1 0  g  

Viny l  cyc lohexene  d ioxyde  

DER l P a l y s c i e n c e s l  6 g 

O i g l y c i d y l  e t h e r  of  po lypropy lène  g l y c o l  

NSA (Taab L a b o r a t o r i e s l  26 g 

Noneny l succ in ic  a n h y d r i d e  

S-1 [ P o l y s c i e n c e s l  0.4 g 

Dirnéthylaminoéthanol 

Mglanger au mélangeur  magnét ique pendan t  6 0  min e n v i r o n  [ à  m a n i p u l e r  

sous  h o t t e ) .  

15.  Solution de Bleu-de Toluidine : 1  % d a n s  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e ,  amener  l e  

pH à 9 . 0  a v e c  une s o l u t i o n  d e  Na2C03 à 25 % d a n s  l ' e a u .  F i l t r e r  

a v a n t  1 ' emploi .  

V. MILIEUX ET CONDITIONS DE CULTURE 

A. Pour Micrococcus (Kloos et Schultes, 1969) 



1. M i l i e u  l i a u i d e  

G l u t a m a t e  . 10,O 
monosodique  

L - p h e n y l a l a n i n e  O. 4 

L- t y r o s i n e  0.5 

A j o u t e r  1 L d ' e a u  d i s t i l l é e ,  O,? m l  FeS04, 7H20 à 1 % e t  O,? m l  MnC12. 

4H20 à 0,s %. A j u s t e r  à pH 7,2 e t  s t g r i l i s e r .  

A p r è s  la  s t é r i l i s a t i o n .  a j o u t e r  : 0.1 m l  b i o t i n e  0,01 % 

1,5 m l  MgSO+, 7H20 M/5 

28.0 m l  g l u c o s e  a 25 %. 

E x i g e n c e s  ( p o u r  1 l i t r e 1  : 

p o u r  l a  s o u c h e  ade' : 20 m l  s o l .  a d é n i n e  à 0,25 % 

t r p '  : 1 2  m l  s o l .  t r y p .  à 0,25 % 

h i s -  : 4 m l  s o l .  h i s t i d i n e  à 0.5 %. 

2. m i l i e u  s o l i d e  
- -- 

I l  f a u t  a j o u t e r  15 g  d ' a g a r - a g a r  1614 (Merckl  p a r  l i t r e  d e  m i l i e u  l i q u i d e .  

3. C u l t u r e  

La c u l t u r e  se  f a i t  à 27 OC. a v e c  a g i t a t i o n .  



B. Pour Anacystis niddans 

1. Milieu liquide DM [milieu de Kratz et Myers, 1955 ; modifié par Van Baalen. 

1965 1 l 

Microéléments H 5 0.6 ml 

CuS04, 5H20 1,57 

C O ( N O ~ ~ ~ ,  6H20 0.491. 

11 faut utiliser de l'eau hidistillée pour la préparation de toutes les 

solutions. 

Exigences : O-L-méthionine 0,03 g/R 

NH4C 1 0,375. 

2. Milieu solide G - 1 1  (milieu de Hughes et al, 1958 ; modifié par Allen, 



Na2C03 0.04 

CaC12, H20 O ,  074 

Na2Si03, 9H20 0 ,116  

Na2EDTA O .  002 

Acide  c i t r i q u e  0 ,012  

C i t r a t e  d e  Fe 0 ,012  

Microé léments  8 5 2,O m l  ( 6  5 : H3603 2.86 g/L 

MnC12. 4H20 1 , 8 1  

b. Agar a 3 % 

c .  Mode o p é r a t o i r e  : s t é r i l i s e r  s é p a r é m e n t  l e  même volume d e  m i l i e u  m i n é r a l  

e t  d e  Bac to  a g a r  OIFCO ( d a n s  l ' e a u  b i d i s t i l l é e l .  Après  

s t é r i l i s a t i o n ,  r e f r o i d i r  les f l a c o n s  j u s q u ' à  48 O C  e t  

mé langer .  

3 .  C u l t u r e  

Les f i o l e s  d e  c u l t u r e  s o n t  a g i t é e s  à 3 2  O C  sous 2500 lux ,  s a n s  p a s s a g e  d ' u n  

mélange a i r / C 0 2 ,  s e l o n  ASATO e t  FOLSONE (19701. 

C .  Pour Eugtena gracit is  

1 .  M i l i e u  l i q u i d e  (CRAMER e t  MYERS, 10521 

( NH4 1 2HP04 1  g / k  



Après la stérilisation, ajouter : 

Thiamine 0 , l  mg/R 

Cyanocobalamine O, 0005 

pH : 6.9. 

2. Milieu solide [EOMUNDS. 19651 

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

3. Culture 

Les fioles de culture sont agitées à 21,5 OC SOUS 3500 lux. 

D. Pour Ochrorrionas dh i ca  

1. Milieu liquide 

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

Infusion de foie O , ?  % 

Glucose 0 , l  % 



2. C u l t u r e  

Les f i o l e s  d e  c u l t u r e  s o n t  a g i t é e s  à 25 O C  sous  4500 lux .  

E . Pour Po lyedr-ie l l a  he Zvetica 

1 .  Mi l ieu  l i a u i d e  

C ' e s t  l e  m i l i e u  u t i l i s é  par  l ' a l g o t h è q u e  d e  Cambridge (19711 

P r o t e o s e  peptone 0.1 % 

KNO3 0 , 0 2 ' %  

KH2P04 0,002 % 

MgSOs, 7H20 0,002 % 

2. Mi l ieu  s o l i d e  

Le m i l i e u  s o l i d e  se prépa re  avec d e  l ' a g a r - a g a r  1614 (Merckl ,  à 1 %. 

3. C u l t u r e  

Les f i o l e s  d e  c u l t u r e  s o n t  a g i t é e s  à 25 O C  sous  4500 l u x .  

F. Pour Porphyridiwn cruentwn 

1. Milieu l i q u i d e  

C ' e s t  l e  m i l i e u  à l ' e a u  d e  mer a r t i f i c i e l  (ASWI  d e  JONES, SPEER e t  KURY (19631 



s o l u t i o n  A : NaCl 27 g  

MgS04, 7H20 6.6 

flgC12, 6H20 5,6 

CaC12, H20 1,3 

KN03 1 .O 

KH2P04 O .  07 

NaHC03 0.04 , amener à 1  R a v e c  eau d i s t .  e t  a j o u t e r  

20 m l  T r i s - H C 1  1  M .  pH 7 , 6  

s o l u t i o n  B : ZnC.12 4 , 0  mg 

"3B03 60.0 

CoC12. 6H20 1 . 5  

MnC12, 4H20 40.0 

CuC12, 2H20 4.0 

[NH416flo702b, 4H20 37.0 mg, amener à 100 m l  a v e c  eau d i s t .  

s o l u t i o n  C : FeC13, 6H20 270.0 mg d i s s o u s  d a n s  100 m l  s o l .  Na2EDTA 0 , 0 5  M .  

Après  l a  s t é r i l i s a t i o n ,  i l  f a u t  mélanger  1000 m l  d e  A ,  1  m l  d e  8 e t  1 m l  C .  

2. M i l i e u  s o l i d e  

Le m i l i e u  s o l i d e  s e  p r é p a r e  a v e c  d e  l ' a g a r - a g a r  1614 (Merck l ,  à 1  %. 

3 .  C u l t u r e  

Les f i o l e s  d e  c u l t u r e  s o n t  a g i t é e s  à 25 O C  s o u s  4500 lux .  

G. Pour Scenedesmus ob Ziquus 

1. M i l i e u  l i q u i d e  [MULLER, 19611 

KN03 (114 g d a n s  1000 m l  (pH : 6,011 10 m l / %  

KH2P04 (28  g d a n s  200 m l 1  



ZnS04, 7H20 

CUSOL+, SH20 

NnS04. 4H20 

CoC12, 6H20 

(NH416M~7024, 4H20 

CaC12, H20 

F e  c i t r a t e ,  5H20 

Acide c i t r i q u e  

(18 g  dans  100 m l )  

(286 mg dans 100 m l 1  

pH f i n a l  : 6.0 

2 .  Milieu s o l i d e  

L e  m i l i e u  s o l i d e  se p répa re  avec  d e  l ' a g a r - a g a r  1614 (Merckl ,  3 1 , s  %. 

3. C u l t u r e  

Les f i o l e s  d e  c u l t u r e  s o n t  a g i t é e s  à 25 O C  sous 4500 lux .  

H. Milieux riches pour "infections" 

1. Pour bactéries : - TBAB ; t r y p t o s e  blood aga r  base ( B  232 - Difco l  

ou - no 856 : bac to  t r y t o n e  10 g  

e x t r a i t  d e  l evu re  5 g 

NaC 1 5 g 

g l u c o s e  7 2 

K2HP04, 3H20 2,34 g  

KH2P04 0.75 g 

amener à 1  l i t r e .  a j o u t e r  1 5  g d ' a g a r .  



2. Pour Champignons : Czapek so lu t i on  agar  ( B  339 - Difcol 

VI. ACIDE DESOXiRIBONUCLE IQUE 

A. Estimation du poids moléculaire par viscosimétrie 

~~parei.1 : viscosimètre de Couette se lon ZINN e t  CROTHERS (1962 1 f abr iqué  

par Beckman (viscosimètre  r o t a t i f ) .  

Principe : l e  viscosimètre e s t  cons t i t ué  d'un r o t o r  à base métal l ique qui  

f l o t t e  dans l e  l i q u i d e 4  ana lyse r  placé dans l e  s t a t o r .  Le volume de 

l a  so lu t ion  à analyser  e s t  a j u s t é  de t e l l e  façon que l e  r epa i r e  t r a c  

s u r  l e  r o to r  corncide avec c e l u i  t r a c é  s u r  l e  s t a t o r  ; à ce  moment 

l a  d i s t ance  e n t r e  l e  r o t o r  e t  l e  s t a t o r  e s t  égale  en tous  points .  

Un moteur act ionnant un  aimant e s t  a l o r s  m i s  en marche c e  qui  

en t r a îne  l e  r o to r .  Le temps de ro t a t i on  du  r o t o r  e s t  mesuré 

pour l e  solvant  e t  pour l e s  so lu t i ons  de DNA à d i f f é r e n t e s  con- 

cen t ra t ions .  Les mesures s e  f on t  à 25 O C ,  l e  s t a t o r  é t a n t  r e l i é  

à un bain thermostat ique à c i r c u l a t i o n .  

s i ,  ts = l e  temps m i s  par l e  r o t o r  pour e f f ec tue r  1  révolution dans l e  so lvan t  

tDNA=le  temps m i s  par l e  r o t o r  pour e f f ec tue r  1  révolution dans l a  solu-  

t i on  de DNA 

il e s t  poss ible  de ca l cu l e r  l a  v i s c o s i t é  r e l a t i v e  (EIGNER. 1966)  

d'où on déduit  l a  v i s cos i t é  spéci f ique : q - 1 
s p  = ' r e i  
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La v i s c o s i t é  r é d u i t e  e s t  d o n n é e  p a r  l a  r e l a t i o n  : qred - SP - -  
C 

c  é t a n t  é g a l  à l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  DNA d e  l a  s o l u t i o n  e x a m i n é e ,  

c o n c e n t r a t i o n  e x p r i m é e  c o n v e n t i o n n e l l e m e n t  e n  d l  p a r  g .  l 
La v a l e u r  d e  l a  v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  p e u t  a l o r s  ê t r e  o b t e n u e  g r a p h i q u e m e n t  : ! 

A p a r t i r  d ' u n  g r a p h i q u e  où les  v a l e u r s  d e  l a  v i s c o s i t é  r é d u i t e  

l s o n t  p o r t é e s  e n  o r d o n n é e  p a r  r a p p o r t  aux  v a l e u r s  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  p o r t é e s  

e n  a b s c i s s e ,  l a  v a l e u r  d e  l a  v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  est  d o n n é e  p a r  l ' i n t e r -  

s e c t i o n  d e  l a  d r o i t e  r e l i a n t  l es  d i f f é r e n t s  p o i n t s  21 l ' o r d o n n é e  Cc = 01.  

A p a r t i r  d e  l a  f o r m u l e  : l o g  ( [q] + 5 1  + 2,863 = 0 ,665  l o g  Pm d e  

CROTHERS e t  Z I M N  11 965 1. c o n n a i s s a n t  [O] o n  p e u t  estimer a v e c  une  bonne  

a p p r o x i m a t i o n  l a  v a l e u r  d u  p o i d s  m o l é c u l a i r e  du DNA a n a l y s é .  

B. Isolement et purification des DNA 

1 . DNA b a c t é r i e n s  (B. sub t i l i a ,  E. c o l i ,  M. Z~sodiek t icus ,  S. f lava) 

(MARMUR, 1961 e t  P. CHARLES, 1972) 

p o u r  1 g  d e  c u l o t  humide : l e  c u l o t  d e  b a c t é r i e s  est  remis e n  s u s -  

p e n s i o n  d a n s  10 m l  d e  sa l ine-EDTA,  on  a j o u t e  4 mg d e  l y sozyme  e t  l e  m é l a n g e  

e s t  i n c u b é  à 3 7  O C  p e n d a n t  ô0  min [ p o u r  S. ftava, o n  a j o u t e  8 mg d e  ly sozyme  

e t  l ' i n c u b a t i o n  est  p r o l o n g é e  p e n d a n t  5 h e u r e s  à 3 7  O C  - KLOOS, 1 0 7 0 1 ,  l a  

l y s e  d e s  c e l l u l e s  es t  o b t e n u e  p a r  a d d i t i o n  d e  d é t e r g e n t  - SOS - c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e  2 %. Le m é l a n g e  e s t  e n s u i t e  I n c u b é  en  p r é s e n c e  d e  p r o n a s e  [ c o n c e n -  

t r a t i o n  f i n a l e  2 mg/mll p e n d a n t  2 h e u r e s  à 37 O C  ; a p r è s  a d d i t i o n  d e  RNase 



( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  100 pg/mll ,  l ' i n c u b a t i o n  à 37 O C  e s t  p o u r s u i v i e  pendan t  

2 h e u r e s .  Les a c i d e s  n u c l é i q u e s  s o n t  e n s u i t e  p r é c i p i t é s  p a r  a d d i t i o n  d e  

2 volumes d ' a l c o o l  d é n a t u r é .  Les f i b r e s  s o n t  e n r o u l é e s  s u r  une b a g u e t t e  

d e  v e r r e  e t  r e d i s s o u t e s  d a n s  5 m l  d e  SSC d i l u é .  Lorsque les f i b r e s  s o n t  

b i e n  d i s s o u t e s ,  c e  q u i  prend en g é n é r a l  une  n u i t ,  on f a i t  a g i r  d e  nouveau 

l a  RNase ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  50 pg/mll  pendan t  1  h e u r e  à 37 O C .  On a j o u t e  

a l o r s  d e  l a  p r o t é i n a s e  K ( a u t r e  enzyme p r o t é o l y t i q u e  à l a r g e  s p e c t r e )  [con-  

c e n t r a t i o n  f i n a l e  100 ug/mll  e t  l a  d i g e s t i o n  e s t  p o u r s u i v i e  pendan t  2 à 

3 h e u r e s  à 37 O C ;  

La p u r i f i c a t i o n  s e  f a i t  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e  e n  g r a d i e n t  

d e  CsCl (FLAUN e t  a l . ,  19691. A l ' é q u i l i b r e ,  l e  RNA s e d i m e n t e  d a n s  l e  fond  - 
du tube .  l e  DNA s e  c o n c e n t r e  à s o n  p o i n t  d ' i s o d e n s i t é  t a n d i s  q u e  l e s  

p r o t é i n e s  f l o t t e n t .  Après  c e n t r i f u g a t i o n ,  les t u b e s  s o n t  f r a c t i o n n é s  p a r  

l e  fond  e t  l e  DNA es t  v i s u a l i s é  s o i t  p a r  l a  m o d i f i c a t i o n  d e  v i s c o s i t é  que  

sa p r é s e n c e  e n t r a r n e  s o i t  p a r  s o n  a b s o r p t i o n  U.V.. I l  e s t  r e c u e i l l i  e t  

a p r è s  d i l u t i o n  pour  amener la  c o n c e n t r a t i o n  e n  C s C 1  à e n v i r o n  1 M ( d i l u t i o n  

5 f o i s  e n v i r o n )  , il est p r é c i p i t é  p a r  a d d i t i o n  d e  deux volumes d ' a l c o o l  

à 94 O d é n a t u r é .  Les  f i b r e s  s o n t  r e c u e i l l i e s  s u r  une b a g u e t t e  d e  v e r r e ,  

s o n t  l a v é e s  p l u s i e u r s  f o i s  d a n s  l ' a l c o o l  70 % pour  é l i m i n e r  l e s  d e r n i è r e s  

t r a c e s  d e  CsCl e t  s o n t  mises à d i s s o u d r e  d a n s  du N a C l  0 , 0 1  N s t é r i l e .  

Le DNA e s t  c o n s e r v é  à une c o n c e n t r a t i o n  d ' e n v i r o n  1 mg/ml au f r o i d  

à 4 O C  en p r é s e n c e  d e  q u e l q u e s  g o u t t e s  d e  c h l o r o f o r m e .  

2 .  DNA d e s  Algues  (D. CHARLES, 1977 a )  

a. Lyse des ce l lu les  

1 . Anacystis nidulans, Po Zyedrie 2 la heZvetica e t  Scenedesmus ob liquus 



Le cu lo t  e s t  t r a i t é  successivement par l ' acé tone ,  de l ' a l c o o l  

e t  enf in  par de l ' é t h e r .  La plupart  des pigments e t  l i p ide s  sont  e x t r a i t s  

par ces t r a i t ements  q u i  f r a g i l i s e n t  également l e s  parois  c e l l u l a i r e s .  Le 

cu lo t  e s t  sèché e t  broyé dans u n  mortier  en présence d ' azo te  l i qu ide .  I l  

e s t  en su i t e  r e p r i s  dans du Saline-EDTA e t  incubé après addi t ion d'SDS à 

37 O C  pendant 10 minutes. La suspension e s t  a l o r s  congelée e t  décongelée 

3 f o i s  successivement. 

Second procédé d ' ex t r ac t i on  du DNA d'A. nidulans,  avec l eque l  

nous avons obtenu une l y se  quan t i t a t i ve  : après l e  t ra i tement  success i f  par 

l ' acétone.  l ' a l c o o l  e t  l ' é t h e r ,  l e s  c e l l u l e s  son t  remises en suspension 

dans une so lu t i on  de Saline-EDTA contenant 25 % d e  sucrose. La suspension 

e s t  incubée à 37 O C  avec 0.1 % d'enzyme ly t i que  pendant 90 m i n ,  e n s u i t e  

avec 1 mg/ml de lysozyme pendant 90 m i n  e t  finalement avec 2 mg/ml de pronase 

pendant 2 h .  La l y se  complète des c e l l u l e s  e s t  obtenue après  add i t ion  de 

2 % de  SOS. 

2. Eug lena graci lis 

Le cu lo t  de c e l l u l e s  e s t  resuspendu dans du Saline-EDTA, l a  l y se  

des c e l l u l e s  e s t  obtenue en a jou tan t  du SOS (concentra t ion f i n a l e  2 % l .  

(VARMUR, 19611. 

3. Ochromonas danica 

Les c e l l u l e s  son t  resuspendues dans d u  Saline-EDTA e t  lysées  par 

add i t ion  de SOS [concentra t ion f i n a l e  2 % l .  Les acides nucléiques sont  

immédiatement p r éc ip i t é s  par addi t ion de 2 volumes d ' a lcoo l  f r o i d  a f i n  de 

prévenir  l ' a c t i o n  des nucléases relachées dans l e  mil ieu,  nucléases t r è s  

a c t i v e s  chez c e t t e  algue.  Le p r éc ip i t é  e s t  en su i t e  dissous dans d u  SSC d i l ué .  



4. Porphyridiwn cruentwn 

Les c - s l lu les  en  s u s p e n s i o n  d a n s  d u  Saline-EDTA s o n t  i n c u b é e s  à 

37 OC pendan t  2 h e u r e s  en  p r é s e n c e  d e  c e l l u l y s i n e  ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

2 % l  e t  l a  l y s e  c o m p l è t e  est o b t e n u e  p a r  a d d i t i o n  d e  SDS ( c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e  2 % l .  
l 
I 
l 

I 

b. Traitement enzymatique I 

1 
Les l y s a t s  s o n t  i n c u b é s  à 37 O C  pendan t  2 h e u r e s  a v e c  d e  l a  p r o n a s e  1 

[ c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  2 mg/mll, p u i s  pendan t  1  h e u r e  en p r é s e n c e  d e  1 
1 

RNase [ c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  100 pg /ml l .  Les a c i d e s  n u c l é i q u e s  s o n t  e n s u i t e  

p r é c i p i t é s  p a r  a d d i t i o n  d e  2 volumes d ' a l c o o l  à 94 O d é n a t u r é  f r o i d .  Les 1 
f i b r e s  s o n t  e n r o u l é e s  s u r  une b a g u e t t e  d e  v e r r e .  p r e s s é e s  s u r  les p a r o i s  

du t u b e  pour  e x p u l s e r  l ' e x c è s  d ' a l c o o l  e t  r e d i s s o u t e s  d a n s  du SSC d i l u é .  

c. Purification 

Lorsque  les f i b r e s  s o n t  p a r f a i t e m e n t  d i s s o u t e s ,  l a  s o l u t i o n  e s t  

r e n d u e  2 N en NaCl p a r  a d d i t i o n  d e  c r i s t a u x  d e  NaCl e t  l a  p u r i f i c a t i o n  

s ' e f f e c t u e  p a r  f i l t r a t i o n  m o l é c u l a i r e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  21 l a  t e m p é r a t u r e  

du l a b o r a t o i r e .  La c o l o n n e  (0 .9  x 15  cm ou 1 , 5  x 30 cm s u i v a n t  l a  concen-  

t r a t i o n  présumée en DNAl est  d ' a b o r d  é q u i l i b r é e  pendan t  1  n u i t  a v e c  une 

s o l u t i o n  d e  N a C l  2 M. Le volume mort  d e  l a  c o l o n n e  e s t  e s t i m é  à l ' a i d e  

d ' u n e  s o l u t i o n  d e  B l e u  D e x t r a n  2.000. 

Avant d ' ê t r e  d é p o s é e s  au sommet d e  l a  c o l o n n e ,  l e s  s o l u t i o n s  

s o n t  c e n t r i f u g é e s  a f i n  d e  s é d i m e n t e r  l e  m a t é r i e l  i n s o l u b l e  q u i  p o u r r a i t  

f r e i n e r  l ' é l u t i o n .  C e l l e - c i  s ' e f f e c t u e  à l ' a i d e  d ' u n e  s o l u t i o n  d e  NaCl 

2 Pi f i l t r é e .  Des f r a c t i o n s  d e  10 g o u t t e s  (0,4 m l  - c o l o n n e  d e  0,9 x 1 5  cm1 



ou d e  60 g o u t t e s  ( 2  m l  - c o l o n n e  d e  1 , 5  x 30 cm1 s o n t  r e c u e i l l i e s  à 

l ' a i d e  d ' u n  c o l l e c t e u r  d e  f r a c t i o n s  ISCO ( L i n c o l n  - USAI. L ' a b s o r p -  

t i o n  U.V. à 254 nm e s t  e n r e g i s t r é e  au tomat iquement  s u r  un " I s c o  a b s o r b a n c e  

m o n i t o r  UA-5".  Des a l i q u o t e s  d e  chaque  f r a c t i o n  s o n t  p r é l e v é e s ,  d i l u é e s  

à 1 m l  a v e c  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e  e t  a p r è s  a d d i t i o n  d e  7 , 5  m l  d e  mélange s c i n -  

t i l l a n t  c o n t e n a n t  du t r i t o n  XI00 [C.E.N.A.C.K., Nol,  Belg.1, l a  r a d i o a c t i v i t é  

est e s t i m é e  d a n s  un compteur  à s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  Packard .  Les f r a c t i o n s  

c o r r e s p o n d a n t  aux d i f f é r e n t s  p i c s  ( e n  a b s o r p t i o n  U.V. e t  e n  r a d i o a c t i v i t é ]  

s o n t  r a s s e m b l é e s  e t  g a r d é e s  à 4 O C  en a t t e n d a n t  l e u r  a n a l y s e  p a r  u l t r a -  

c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  c h l o r u r e  d e  cés ium.  

VII. COMPTAGE DES CELLULES 

Les mesures  s ' e f f e c t u e n t  s o i t  à l ' a i d e  d ' u n e  chambre d e  comptage 

Neubauer s o i t  à l ' a i d e  d ' u n  " C o u l t e r  c o u n t e r "  modèle  ZF. 

VIII. CENTRIFUGATION EN GRADIENT DE DENSITE DE CsCl 

(MESELSON et al., 1957 ; VINOGRAD et HEARST, 1962 ; LEDOUX et CHARLES, 1972) 

A. Centrifugation préparative ( F M  et al., 1969) 

La s o l u t i o n  d e  DNA à p u r i f i e r  e s t  c e n t r i f u g é e  d a n s  un r o t o r  à 

a n g l e  f i x e  s o i t  : r o t o r  40 M a r t i n - C h r i s t ,  l e s  t u b e s  pouvant  c o n t e n i r  

j u s q u ' à  10 m l  d e  s o l u t i o n  ; 

s o i t  : r o t o r  65 T i  Pi-C ou 40 S p i n c o .  l e s  t u b e s  pouvant  c o n t e n i r  

5 m l  d e  s o l u t i o n .  



L'équilibre est obtenu après 63 heures de centrifugation à 

33 000 tours à 20 O C .  

B. Centrifugation analytique 

1. A pH neutre 

Afin d'en préciser la densité, les DNA obtenus sont centrifu- 

gés en gradient de CsC1 en présence de DNA marqueurs de densité connue. dans 

un rotor basculant. 

Pour obtenir une meilleure séparation de ONA de densité voisine, 

les solutions sont centrifugées dans un rotor à angle fixe (FLAMR et al.. 

19721. 

Les tubes sont fractionnés par le bas en poussant la solution à 

l'aide de paraffine liquide (LEDOUX et CHARLES. 19721 et des fractions de 

3 gouttes sont recueillies. Aprds avoir ajouté 1 ml d'eau distillée l'ab- 

sorption U.V. à 260 nm est estimée au Cary 14 et la radioactivité est déter- 

minée en scintillation liquide. 

Lorsque nous avons pu disposer de l'appareillage "Isco", les tubes 

ont été fractionnés après centrifugation par le haut, la solution étant pous- 

sée à l'aide de fluorochemical IFC-43, 3 Ml. Des fractions de 3 ou 4 

gouttes sont recueillies à l'aide d'un collecteur de fractions et l'absorp- 

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

La densité du DNA a été quelquefois estimée par centrifugation 

à l'équilibre en gradient de chlorure de césium dans l'ultracentrifugeuse 

analytique Beckman modèle E. selon la technique de MESELSON et al. (19571. 



Dans c e  c a s ,  l ' é q u i l i b r e  est ob tenu  a p r è s  20 h e u r e s  d e  c e n t r i f u g a t i o n  à 

44. 000 t o u r s  e t  à 20 OC. 

2. A pH a l c a l i n  

A 2,O m l  d e  l a  s o l u t i o n  d e  DMA. on a j o u t e  2 ,8  g d e  C s C 1 ,  0.1 m l  

d e  NaOH 1 N e t  0 ,03  m l  d e  S a r k o s y l  2 % [ i n d i c e  d e  r é f r a c t i o n  d e  l a  s o l u -  

t i o n  : 1,40521. Les s o l u t i o n s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  pendant  63 h e u r e s  à 20 O C  

e t  à 3 3  000 t o u r s  d a n s  d e s  t u b e s  en  po lypropy lène  p r é a l a b l e m e n t  l a v é s  

p a r  NaaH 1 N. 

IX. RECHERCHE RAPIDE DE MYCOPLASME ET DE VIRUS (TODARO e t  a l . ,  1971) 

Les c u l t u r e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  à 8000 t o u r s  pendan t  20 m i n u t e s  

à 4 O C .  L e  c u l o t  c o n t e n a n t  l e s  c e l l u l e s  e t  d é b r i s  est é c a r t é .  Le s u r n a -  

g e a n t  e s t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é  21 18 000 t o u r s  pendant  3 h e u r e s  à 4 OC. Le 

c u l o t  r e suspendu  d a n s  du tampon T N E e s t  déposé  s u r  un g r a d i e n t  p r é -  

formé d e  s a c c h a r o s e  15-65 %. Les t u b e s  s o n t  c e n t r i î u g é s  d a n s  un r o t o r  

b a s c u l a n t  SW 41 a 25 000 t o u r s  pendan t  16 h e u r e s  e t  à 4 OC. Ils s o n t  

e n s u i t e  f r a c t i o n n é s  p a r  l e  h a u t  e t  l ' a b s o r p t i o n  U.V. à 254 nm e s t  e n r e g i s t r é e  

automat iquement  à l ' a i d e  d e  1 ' I s c o  absorbance  m o n i t o r  UA-5. Des f r a c t i o n s  

d e  10 g o u t t e s  s o n t  r e c u e i l l i e s  à l ' a i d e  d ' u n  c o l l e c t e u r  d e  f r a c t i o n s  

I s c o .  

En vue d e  l ' e s t i m a t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i t a b l e .  

d e s  a l i q u o t e s  d e  25 ou 50 p l  s o n t  p r é l e v é e s  d e  chaque f r a c t i o n  e t  depo-  

sées s u r  u n e  bande d e  p a p i e r  Whatman 3 W .  Les bandes  s o n t  e n s u i t e  s è c h é e s  



p u i s  p l o n g é e s  d a n s  u n e  s o l u t i o n  d ' a c i d e  t r i c h l o r o a c é t i q u e  à 10 % g l a c é  

p e n d a n t  30 m i n u t e s .  E l l e s  s o n t  r i n c é e s  2 f o i s  d a n s  d e  l ' a l c o o l  à 94' 

d é n a t u r é  f r o i d  p u i s  s e c h é e s  à l ' é t u v e  à 60 O C  p e n d a n t  60 m i n u t e s .  L e s  

b a n d e s  s o n t  e n s u i t e  d é c o u p é e s  e t  les  d i f f é r e n t s  p e t i t s  carrés d e  p a p i e r  

c o r r e s p o n d a n t  à c h a q u e  f r a c t i o n  s o n t  p l a c e s  d a n s  d e s  f i o l e s  à s c i n t i l l a -  

t i o n  e n  v u e  d e  l ' e s t i m a t i o n  d e  la  r a d i o a c t i v i t é  a p r è s  a d d i t i o n  d e  m i l i e u  

X. RECHERCHE DE DNA CIRCULAIRES 

(ZAENEN et al., 1974) 

L e s  b a c t é r i e s  s o n t  c u l t i v é e s  e n  p r é s e n c e  d e  t h ~ m i n e - 6 - ~ ~  

(0 , l  mCi/mll e t  d e  0,025 % ( o u  1,00 mm1 d e s o x y a d é n o s i n e  (BOYCE e t  SETLOW, 

1962 ; MUNCK-PETERSEN, 19671. En f i n  d e  p h a s e  l o g a r i t h m i q u e ,  les  c u l t u r e s  

s o n t  c e n t r i f u g é e s  e t  l e  c u l o t  est l a v é  2 f o i s  p a r  d u  t a m p o n  TE f r o i d  p u i s  

r e s u s p e n d u  d a n s  du t a m p o n  TE. 

L e s  membranes  s o n t  f r a g i l i s é e s  p a r  a c t i o n  d u  l y s o z y m e  à 37 OC 

( 1  mg/mll p e n d a n t  5 h e u r e s  p o u r  S. flava ATCC 540, (0,s mg/mll p e n d a n t  

1 h e u r e  p o u r  les a u t r e s  b a c t é r i e s .  On a j o u t e  e n s u i t e  d u  S a r k o s y l  ( 1  %. 

c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e l J  d e  l a  p r o n a s e  (500 ug/ml ,  c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e )  e t  

l ' i n c u b a t i o n  à 37 OC es t  p o u r s u i v i e  p e n d a n t  90 m i n u t e s .  A ce moment l a  

s o l u t i o n  d e v i e n t  t r a n s l u c i d e .  Le  l y s a t  es t  a g i t é  à l a  v i t e s s e  maximum 

d ' u n  V o r t e x  [ S p r i n g f i e l d  - U.S.A.] p e n d a n t  30 s e c o n d e s  a f i n  d e  r é d u i r e  

la  l o n g u e u r  des c h a i n e s  d e  DNA c h r o m o s o m i q u e  non  c i r c u l a i r e ,  p l u s  f r a g i l e  

q u e  l e  DNA c i r c u l a i r e .  



La s é p a r a t i o n  d e s  molécu les  d e  DNA c i r c u l a i r e s  e t  l i n é a i r e s  e s t  

f a i t e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  c h l o r u r e  d e  césium en p r é s e n c e  

d e  bromure d ' é t h i d i u m .  

A 2  m l  du l y s a t  obtenu.  on a j o u t e  6.55 g  d e  C s C 1 ,  2 m l  d e  tampon 

TES c o n t e n a n t  1 , 2 5  g/ml d e  bromure d ' é t h i d i u m  (B.E.1 e t  2 , 8  m l  d e  tampon 

TES e t  l ' i n d i c e  d e  r é f r a c t i o n  e s t  a j u s t é  à 1,3925 (HUMPHREYS e t  a l . ,  19751. 

6 m l  d e  l a  s o l u t i o n  s o n t  c e n t r i f u g é s  d a n s  un r o t o r  à a n g l e  f i x e  pendan t  

63 h e u r e s  à 25 OC. Les t u b e s  s o n t  e n s u i t e  f r a c t i o n n é s  s e l o n  l a  t e c h n i -  

q u e  d e  LEOOUX e t  CHARLES (19721. On r e c u e i l l e  d e s  f r a c t i o n s  d e  4 g o u t t e s  

e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  ou a c i d o - p r é c i p i t a b l e  e s t  e s t i m h e  comme d é c r i t  

précédemment. s u r  d e s  a l i q u o t e s  d e  chaque f r a c t i o n .  

Les f r a c t i o n s  q u i  c o r r e s p o n d e n t  aux d i f f é r e n t s  p i c s  s o n t  rassem- 

b l é e s  e t  d i l u é e s  avec  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e s ,  e l l e s  s o n t  e n s u i t e  a g i t i e s  a v e c  

un m ê m e  volume d e  b u t a n o l  s a t u r é  en H20 (LE PECQ, 19711. Le B.E. p a s s e  

e n  s o l u t i o n  d a n s  l a  phase  b u t a n o l  q u i  se c o l o r e  e n  rouge.  Le t r a i t e m e n t  

e s t  r é p é t é  j u s q u ' à  c e  q u e  l a  s o l u t i o n  c o n t e n a n t  l e  DNA s o i t  i n c o l o r e .  

C e l l e - c i  e s t  e n s u i t e  d i a l y s é e  au  f r o i d  pendant 40 heures  c o n t r e  2  f o i s  2  

l i t r e s  ( p o u r  1 m l  d e  s o l u t i o n l  d e  tampon NaCl, T r i s ,  EDTA pH 7 ,6 .  

X I .  PROCEDES DE TRANSFORMATION 

A. ~crococcus  (KLOOS, 1969b : KANE e t  KLOOS, 19701 

A l a  d e n s i t é  c e l l u l a i r e  c h o i s i e ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  

pendant  10 m i n u t e s  à 3500 t o u r s .  Le c u l o t  e s t  r e m i s  en s u s p e n s i o n  d a n s  



du " b o u i l l o n  d e  t r a n s f o r m a t i o n "  (KANE e t  KLOOS, 19701.  On a j o u t e  l e  DNA 

( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  10  pg/ml l  e t  l e  mé lange  est  a g i t é  à 230 a g i t a t i o n s  

p a r  min [ p o s i t i o n  8 d ' u n  Ko t t emiann  " v a - e t - v i e n t W 1 p e n d a n t  60 min. L ' e x p o s i -  

t i o n  a u  DNA est  a r r ê t é e  p a r  a d d i t i o n  d e  DNase ( 5  pg/ml,  5 mM MgSD41, e t  

i n c u b a t i o n  à 37 O C  p e n d a n t  1 5  m i n u t e s .  

Les c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s ,  l a v é e s  p u i s  r e s u s p e n d u e s  d a n s  

du NaCl 0 ,14  M. E l l e s  s o n t  e n s u i t e  d i l u é e s  e t  é talées  s u r  les b o i t e s  d e  

P e t r i  c o n t e n a n t  l e  m i l i e u  9  d e  ~crococcus a v e c  ou s a n s  t r y p t o p h a n e .  

L o r s q u e  l e  p o i n t  maximum d e  t r a n s f o r m a t i o n  a  é t é  d e t e r m i n é ,  les 

c e l l u l e s  p e u v e n t  ë tre c o n s e r v é e s  en v u e  d e  l e u r  t r a i t e m e n t  u l t é r i e u r  à 

-80 O C  e n  p r é s e n c e  d e  g l y c é r o l  ( 1 0  % l  (DUBNAU e t  a l . .  19671 d a n s  d e  p e t i t s  

t u b e s  en  p l a s t i q u e  s tér i les .  

Nous avons  s u i v i  l e  m ê m e  mode o p é r a t o i r e  l o r s  d e  l ' é t u d e  d e  l a  

p r i s e  d e  DNA r a d i o a c t i f  homologue ou h é t é r o l o g u e ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o -  

i n s o l u b l e  f i x é e  p a r  les c e l l u l e s  é t a n t  estimée s u r  une  a l i q u o t e  d e  l a  s u s -  

p e n s i o n  a p r è s  t r a i t e m e n t  p a r  la  DNase e t  l a v a g e s  p a r  du  NaCl 0 , 1 4  M .  

A 1  m l  d e  la  s u s p e n s i o n .  on a j o u t e  1  m l  d e  TCA 1 0  % e t  l e  mé lange  

est i n c u b é  p e n d a n t  30  m i n u t e s  d a n s  un b a i n  g l a c é .  11 e s t  e n s u i t e  f i l t r é  

[ f i l t r e  GF-C Whatmannl e t  a p r è s  deux l a v a g e s  p a r  du  TCA à 5  % f r o i d .  l e  

f i l t r e  est  s è c h é  s o u s  une  lampe I n f r a - r o u g e  d e  500 W p e n d a n t  30 min. 

Lor sque  l e  f i l t r e  est p a r f a i t e m e n t  sec, l a  r a d i o a c t i v i t é  es t  e s t i m é e  p a r  

s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  a p r è s  a d d i t i o n  d e  7 , s  m l  d e  m i l i e u  s c i n t i l l a n t  ! 
a p p r o p r i é .  



La méthode  e s t  b a s é e  s u r  c e l l e s  d e  SHESTAKOV e t  KHYEN (19701  

e t  d e  ORKWISZEWSKI e t  KANEY (19741.  

L o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  e s t  c o m p r i s e  e n t r e  4 e t  

6 x l o 7  c e l l u l e s  p a r  m l ,  les c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  d a n s  un t u b e  

c y l i n d r o -  c o n i q u e .  Le c u l o t  e s t  r e m i s  en  s u s p e n s i o n  d a n s  d u  tampon phos -  

p h a t e  pH 8,O. On a j o u t e  a l o r s  l e  DNA ( d e  20 à 50 ug/rnl. c o n c e n t r a t i o n  

f i n a l e l  e t  l e  mélange  est i n c u b é  p e n d a n t  4  h e u r e s ,  s o u s  2500 l u x  à 3 2  O C  

e n  a g i t a n t  d e  temps à a u t r e .  Les c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  t r a i t é e s  p a r  l a  

DNase [ c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  20 pg/ml en  p r é s e n c e  d e  MgSOb 5 mm1 p e n d a n t  

1 5  m i n u t e s  à 3 7  OC. E l l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s .  l a v é e s  deux f o i s  a v e c  u n e  

s o l u t i o n  d e  NaCl 0.14 M e t  remises e n  s u s p e n s i o n  d a n s  du NaCl 0 ,14  M. 

A p r è s  d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s ,  e l l e s  s o n t  é t a l é e s  s u r  b o i t e s  d e  P e t r i  

c o n t e n a n t  d u  m i l i e u  G - I l  ( p o u r  les  t r a n s f o r m a n t s l  s u p p l é m e n t é  a v e c  les 

e x i g e n c e s  ( p o u r  l e s  c o m p t e s  v i a b l e s ] .  

XII. ETUDE BIOCHIMIQUE DE LA PRISE DE DNA BACTERIENS RADIOACTIFS 

A différents moments de la courbe de croissance ou après synchronisation 

Au moment c h o i s i ,  les c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  ( 2 0  m i n u t e s  à 

3500 tpml p u i s  remises e n  s u s p e n s i o n  d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  a d é q u a t  : 

t ampon p h o s p h a t e  pH 8,O p o u r  A. niduLam 

pH 7.0 p o u r  E. grac- l i s  

pH 6 , 2  p o u r  O. danica e t  P. helvetica 

ph 7 , 3  p o u r  P. cruentwn 



pH 6.0 pour  S. obtiqwrs. 

On a j o u t e  l e  DNA b a c t é r i e n  r a d i o a c t i f  ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

30 ug/ml l  e t  l ' i n c u b a t i o n  s ' e f f e c t u e  e n  a g i t a n t  doucement  d a n s  les c o n -  

d i t i o n s  d e  t e m p é r a t u r e  e t  d e  l u m i è r e  i d e n t i q u e s  à c e l l e s  d é c r i t e s  p o u r  l a  

c u l t u r e  d e  c h a q u e  a l g u e .  Le temps  d ' i n c u b a t i o n  est  d e  2 h e u r e s  p o u r  

A. niduZans e t  S. obtiquus : il est  d e  4  h e u r e s  p o u r  0. danica, P. hetvetica,  

La s u s p e n s i o n  est a l o r s  c e n t r i f u g é e ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  l a v é e s  

p a r  du  NaCl 0 , 1 4  M e t  r e s u s p e n d u e s  d a n s  d u  NaCl 0 , 1 4  M .  

On a j o u t e  d e  l a  DNase [ c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  20 ug/ml l  e t  d u  MgSO4 

( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  5  mN1. La s u s p e n s i o n  e s t  i n c u b é e  à 37 O C  p e n d a n t  

1 5  m i n u t e s .  Les  c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  e t  l a v é e s  1 f o i s  p a r  d u  NaCl 

0.14 M. 

Le c u l o t  e s t  e x t r a i t  p a r  du  PCA à 5 % p e n d a n t  3 0  m i n u t e s  à O O C .  

Ap rès  c e n t r i f u g a t i o n  , il est  l a v é  1  f o i s  p a r  du  PCA 5 % f r o i d .  I l  est 

f i n a l e m e n t  e x t r a i t  p a r  d u  PCA 5  % à 70 OC p e n d a n t  20 m i n u t e s .  Les  s u r n a -  

g e a n t ~ ,  l a v a g e s  e t  e x t r a i t s  s o n t  c o n s e r v é s  a u  f r o i d  1-40 OC1 en  v u e  d e  

l ' e s t i m a t i o n  u l t é r i e u r e  d e  la  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - s o l u b l e  e t  a c i d o - p r é c i -  

p i t a b l e .  

XIII. ETUDE BIOCHIMIQUE DU SORT DE DNA BACTERIENS RADIOACTIFS APRES 

PLUSIEURS DIVISIONS CELLULAIRES 

Après  la  p é r i o d e  d ' i n c u b a t i o n  en  p r é s e n c e  d e  DNA b a c t é r i e n  r a d i o -  

a c t i f  (comme en  XIII, les c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  p u i s  l a v é e s  2 f o i s  



d a n s  du  NaCl 0.14 M. E l l e s  s o n t  e n s u i t e  r e s u s p e n d u e s  d a n s  du  m i l i e u  d e  

c u l t u r e  f r a i s  d e  t e l l e  s o r t e  que  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  s o i t  compa- 

' r a b l e  à l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  du  m i l i e u  d e  c u l t u r e  a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  

a v e c  l e  DNA r a d i o a c t i f .  On a j o u t e  a l o r s  du DNA ( c o n c e n t r a t i o n  f i n a l e  

3 0  ug/mll  i d e n t i q u e  à c e l u i  q u i  a  s e r v i  à l ' e x p é r i m e n t a t i o n  ma i s  non 

r a d i o a c t i f ,  e t  l a  c u l t u r e  est  p o u r s u i v i e  d a n s  les  c o n d i t i o n s  n o r m a l e s  d e  

t e m p é r a t u r e  e t  d ' é c l a i r a g e  p e n d a n t  48 h e u r e s  p o u r  O. danica e t  P .  cruentum 

e t  p e n d a n t  72  h e u r e s  p o u r  E. g r a c i l i s ,  P. helvetica e t  S .  obliquus. Les  

c e l l u l e s  s o n t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é e s  e t  c o n s e r v é e s  à -40 O C  j u s q u ' à  l ' e x -  

t r a c t i o n  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  du  DNA. 

XIV. IRRADIATION DE SCENEDESMUS OBLIQUUS 

L e s  c o n d i t i o n s  d ' i r r a d i a t i o n  o n t  é t é  é t a b l i e s  e n  f o n c t i o n  d e s  

t r a v a u x  d e  OZENOA (19651. 

La c u l t u r e  d ' a l g u e s  ( 2 5  ml1 c o n t e n u e  d a n s  une f i o l e  d e  125  m l  es t  

i r r a d i é e  p a r  l e  f o n d  e t  p a r  d e s  r a y o n s  X à l ' a i d e  d ' u n  a p p a r e i l  P h i l i p s  

RT 250.  Nous avons  u t i l i s é  un f i l t r e  en  c u i v r e  d e  0 , 3 5  mm d ' é p a i s s e u r .  

l ' a p p a r e i l  é t a n t  p l a c é  s o u s  une  t e n s i o n  d e  250  kV e t  un ampérage  d e  1 4 , s  mA. 

Dans ces c o n d i t i o n s ,  à 20 cm d e  l a  s o u r c e  d ' B m i s s i o n ,  nous a v o n s  

o b t e n u  une  i r r a d i a t i o n  d e  720 R p a r  m i n u t e  e t  une  c o u c h e  d e  d e m i - a b s o r p t i o n  

d e  125  mm d e  Cu. 



Doses u t i l i s é e s  : 

Dose (R) Temps (min) 

SV. AUTORADIOGRAPHIE (GUDE, 1968) 

A. Sur frottis 

Après  i n c u b a t i o n  a v e c  les DNA r a d i o a c t i f s ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  

l a v é e s ,  r e suspendues  d a n s  du NaCl 0,14 N e t  é t a l é e s  s u r  d e s  lames d e  r n i -  

croacope gélaUn8es  Après séchage à temperature o r d i m i r e .  l e  m a t é r i e l  

e s t  f i x é  pendant  1 n u i t  au  f r o i d  p a r  l e  f i x a t e u r  d e  CLARKE (18511 : a l c o o l -  

a c i d e  a c é t i q u e ,  3 : 1 .  

Les lames s o n t  c o n s e r v é e s  dans  d e  l ' a l c o o l  à 70 % à 4 O C  j u s q u ' à  

a p p l i c a t i o n  d e  l ' é m u l s i o n .  Nous avons s u i v i  l a  méthode d i t e  d e  " d i p p i n g "  

d e  JOFTES e t  WARREN t19551.  Les lames s o n t  s é c h é e s  à t e m p é r a t u r e  o r d i n a i r e .  

L 'émuls ion s o u s  forme d e  g e l  ( L 4 - I l f o r d l  e s t  d i l u é e  p a r  une même q u a n t i t é  

en  p o i d s  d ' e a u  d i s t i l l é e .  E l l e  e s t  p l a c é e  dans  un ba in -mar ie  à 49 OC 

d a n s  l ' o b s c u r i t é ,  e s t  e n s u i t e  f i l t r é e  s u r  g a z e  pour  é l i m i n e r  l e s  a g r é g a t s  

e t  l e s  b u l l e s  d ' a i r  en  s u s p e n s i o n .  

Les lames s o n t  p longées  dans  c e t t e  émuls ion ,  mises à s é c h e r  s u r  

un p o r t o i r  pendant  1  h e u r e  e n v i r o n  à t e m p é r a t u r e  ambian te ,  p u i s  r a n g é e s  

d a n s  une b o i t e  à lames d e  microscope c o n t e n a n t  un d e s s i c a t i f  ( D r i e r i t e l .  



La bo i te  e s t  s c e l l é e  par une bande adhésive e t  placée en chambre f r o i d e  

à 4 OC. 

Après une période d 'exposit ion adéquate, l e s  lames sont plongées 

pendant 7 m i n  à 18 O C  dans u n  révéla teur  0 19 (Kodakl, ensu i te  pendant 30 

secondes dans u n b a i n d ' a r r ê t  d 'ac ide  acét ique à 1 %. L'émulsion e s t  a l o r s .  

f i x é e  pendant 2 min à 20 O C  lac id-f ixer  Kodakl. Les préparations sont  

lavées à l ' eau  courante pendant 30 m i n ,  p u i s  séchées à température ambiants. 

Coloration. Les c e l l u l e s  sont  colorées suivant  l a  technique de JOHANSEN 

(19401, adaptée à notre matér ie l  p a r t i c u l i e r .  Toutes l e s  opérations 

s 'e f fectuent  à température o rd ina i re  : 

1 .  Les lames sont  plongées dans une solut ion de Safranin O ( G u r r l  à 

1 8 dans de l ' a l coo l  à 50 %, pendant 1  jour.  

2. E l l es  sont  ensu i te  lavées à l ' eau  courante pendant 5 minutes. 

3. E l les  sont  plongées dans une so lu t ion  aqueuse frafchement préparée 

de c r y s t a l  v i o l e t  (Chroma1 à 1 %, pendant 4 heures. 

4. El les  sont  lavées dans de l ' eau courante pendant quelques minutes. 

5.  El les  sont  ensu i te  plongées dans une so lu t ion  sa tu rée  aqueuse 

d'orange G (Merckl pendant S minutes. 

6. E l l es  sont r incées  rapidement pendant quelques secondes avec de l ' eau .  

de l ' a l c o o l  à 95 % e t  enfin de l ' a l c o o l  absolu. 

B. Sur coupes 

Pour obtenir  une loca l i sa t ion  p l u s  p réc i se  des g ra ins  d ' a rgen t ,  

une étude autoradiographique a  également é t é  f a i t e  s u r  coupes semi-fines 



d e  2 Pm p r é p a r é e s  s u i v a n t  l a  méthode d é c r i t e  au c h a p i t r e  s u i v a n t  ( m i c r o s -  

c o p i e  é l e c t r o n i q u e ,  t e c h n i q u e  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  f i l t r e  M i l l i p o r e l .  Les 

coupes  s o n t  déposées  séparément  s u r  une g o u t t e  d ' e a u  b i d i s t i l l é e  p l a c é e  

s u r  une lame de  mic roscope  g e l a t i n é e  ; les lames s o n t  m i s e s  à s é c h e r  p u i s  

l ' é m u l s i o n  e s t  a p p l i q u é e  comme d é c r i t  c i - d e s s u s .  

L ' e x p o s i t i o n  e t  l e  t r a i t e m e n t  d e  l ' é m u l s i o n  s e  f a i s a n t  comme pour 

les f r o t t i s ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  c o l o r é e s  à l ' a i d e  d ' u n e  s o l u t i o n  a q u e u s e  

d e  T o l u i d i n e  Bleu [ G u r r l  à 1  %, pendant  15  min. 

XYI. MXCRûSCOP IE ELECTRONIQUE DE SCEùEDESMUS OBLIQUUS 

Deux méthodes nous o n t  donné d e s  r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s  : 

A. Technique en tube à essai 

Fixation. Les c e l l u l e s  s o n t  m i s e s  en s u s p e n s i o n  d a n s  une s o l u t i o n  d e  g l u -  

t a r a l d é h y d e  ( S e r v a l  a 1 % d a n s  du tampon c a c o d y l a t e  0.1 M. La d u r é e  d e  l a  

f i x a t i o n  p e u t  v a r i e r  e n t r e  lh30  e t  18h ( l e  p l u s  s o u v e n t )  [NILSHAWUAR e t  

WALLES, 19741. 

La s u s p e n s i o n  e s t  a l o r s  c e n t r i f u g é e  pendant  10 min, e t  l e  c u l o t  

d e  c e l l u l e s  e s t  l a v é  pendant  30 min. 2  f o i s  avec  du tampon c a c o d y l a t e  0 '1  M. 

L e  c u l o t  est e n s u i t e  r e m i s  en s u s p e n s i o n  d a n s  une s o l u t i o n  d e  O s O b  à 1  % 

d a n s  l ' e a u  b i d i s t i l l é e ,  pendant  2h. A p r è s  c e n t r i f u g a t i o n ,  ? e  c u l o t  est 

l a v é  pendant  2  f o i s  20 min p a r  d e  l ' e a u  b i d i s t i l l é e .  Une p remiè re  c o l o r a -  

t i o n  e s t  a l o r s  e f f e c t u é e  en i n c u b a n t  l e s  c e l l u l e s  pendant  4h dans une s o l u t i o n  

aqueuse  d ' a c é t a t e  d ' u r a n y l  (Merckl ,  à 0,s %. Les c e l l u l e s  s o n t  l a v é e s  



p e n d a n t  1 5  min  p a r  d e  l ' e a u  b i d i s t i l l é e ,  e l les  s o n t  e n s u i t e  d é s h y d r a t é e s  

p a r  p a s s a g e s  s u c c e s s i f s  d a n s  d e s  s o l u t i o n s  a l c o o l i q u e s  d e  p l u s  en  p l u s  

c o n c e n t r é e s  : 

p e n d a n t  1 5  min d a n s  l ' é t h a n o l  3 0  % ( 2  f o i s l  

p e n d a n t  1 5  min d a n s  l ' é t h a n o l  50  % ( 2  f o i s l  

p e n d a n t  1 n u i t  d a n s  l ' é t h a n o l  70 % [à 4 OC1 

p e n d a n t  20 min d a n s  l ' é t h a n o l  90  % ( 2  f o i s l  

p e n d a n t  30 min d a n s  l ' é t h a n o l  100  % ( 4  f o i s ) .  

Les  c e l l u l e s  C c u l o t l  s o n t  e n s u i t e  t r a i t é e s  p e n d a n t  2  f o i s  30 min 

p a r  d e  l ' o x y d e  d e  p r o p y l è n e  [ F l u k a l .  A ce moment, l e  c u l o t  est re t i ré  

d é l i c a t e m e n t  d u  f o n d  d u  t u b e  à l ' a i d e  d ' u n e  s p a t u l e  e t  d é p o s é  d a n s  u n e  

p e t i t e  f i o l e  c o n t e n a n t  d e  l a  r é s i n e  SPURR (19691 à 1 0  % d a n s  d e  l ' o x y d e  d e  

p r o p y l è n e ,  où  il es t  f r a c t i o n n é  mécaniquement  en  p e t i t s  morceaux q u i  s o n t  

t r a i t é s  s u c c e s s i v e m e n t  à t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  p a r  : 

du S p u r r  à 1 0  % d a n s  d e  l ' o x y d e  d e  p r o p y l è n e  p e n d a n t  I h ,  2 f o i s  

du S p u r r  à 20 % d a n s  d e  l ' o x y d e  d e  p r o p y l è n e  p e n d a n t  I h ,  4 f o i s  

du S p u r r  à 3 0  % d a n s  d e  l ' o x y d e  d e  p r o p y l è n e  p e n d a n t  1 n u i t  ( s o u s  h o t t e l .  

L 'oxyde  d e  p r o p y l è n e  s ' é v a p o r e  e t  l e  m a t é r i e l  se t r o u v e  f i n a l e m e n t  

e n  s u s p e n s i o n  d a n s  d u  S p u r r  à 1 0 0  %. Les f r a g m e n t s  s o n t  p r é l e v é s .  d é p o s é s  

d a n s  d e s  g e l u l e s  c o n t e n a n t  du  S p u r r  à 1 0 0  % e t  m i s  a u  d e s s i c a t e u r  p e n d a n t  

1 j o u r n é e .  ce q u i  pe rme t  a u x  p e t i t s  morceaux d e  s é d i m e n t e r  l e n t e m e n t  j u s q u ' a u  

f o n d  d e  la  g e l u l e .  La p o l y m é r i s a t i o n  s ' e f f e c t u e  a l o r s  à 6 0  O C  p e n d a n t  18h 

a u  moins.  

Des c o u p e s  u l t r a f i n e s  d e  40 à B O  nm s o n t  o b t e n u e s  à l ' a i d e  d ' u n  

mic ro tome  " U l t r o t o m e  III" [LKBI, e l l e s  s o n t  d é p o s é e s  s u r  d e s  g r i l l e s  



en  c u i v r e  pou r  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e .  

Ces c o u p e s  s o n t  c o l o r é e s  p a r  d e  l ' a c é t a t e  d ' u r a n y l  (Merckl  à 

5 % aqueux  p e n d a n t  1 0  à 20 min. E l l e s  s o n t  l a v é e s  à l ' e a u  b i d i s t i l l é e  

p u i s  c o l o r é e s  a u  c i t r a t e  d e  plomb (REYNOLDS, 19631 à 1 % p e n d a n t  3-4 min. 

L'examen d e s  c o u p e s  a é t é  f a i t  a u  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  

P h i l i p s  E.M. 300.  

B. Technique par f i l trat ion sur f i l t r e  Millipore 

Le p r o c é d é  e s t  l e  même q u e  p o u r  la  t e c h n i q u e  c i - d e s s u s  s a u f  

q u e  les a l g u e s  a u  l i e u  d ' ê t r e  mises e n  c u l o t  p a r  c e n t r i f u g a t i o n ,  s o n t  f i l-  

trées s u r  f i l t r e  M i l l i p o r e  d e  0.10 um, a p r è s  l a  f i x a t i o n  p a r  l e  g l u t a r a l -  

d é h y d e  à 1 %. 

De ce t t e  f a ç o n ,  on  o b t i e n t  u n e  couche  d e  même é p a i s s e u r  d a n s  

l a q u e l l e  les a l g u e s  s o n t  t o u t e s  a c c e s s i b l e s  d e  l a  marne m a n i è r e  aux réac- 

t i f s  q u i  s o n t  d é p o s é s  d é l i c a t e m e n t  s u r  l e  f i l t r e  e t  q u i  s o n t  e n s u i t e  

a s p i r é s  a u  t r a v e r s  du  f i l t r e ,  a p r è s  l e  temps d ' i n c u b a t i o n  n é c e s s a i r e .  

Le f i l t r e  se d i s s o u s  l o r s q u ' i l  es t  d é p o s é  d a n s  l ' o x y d e  d e  p r o -  

p y l è n e  e t  il n e  reste q u ' u n e  f i n e  p e l l i c u l e  composée  d ' a l g u e s .  



XVII. ANALYSE PAR REASSOCIATION MOLECULAIRE ET THERMO-CHKOMATOGRAPHIE SUR 

HYDROXYLA PAT ITE 

Le DNA à a n a l y s e r  es t  d é p o l y m é r i s é  p a r  l ' a c t i o n  d e s  u l t r a - s o n s  

p e n d a n t  10  min a v e c  un "Mul l a rd  U l t r a s o n i c  Power U n i t "  IU.K.1 e t  d é n a t u r é  

à 1 0 0  O C  p e n d a n t  15  min  e n  p r é s e n c e  d e  ONA n o n - r a d i o a c t i f  [ d é p o l y m é r i s é  

p a r  a c t i o n  d e s  u l t r a - s o n s 1  d e  M. lysodeikticus,  d a n s  une s o l u t i o n  0 , 4  M 

e n  NaC1.0,QI M e n  T r i s  [pH 7 .41 ,  1 % e n  SDS e t  5 0  % en  formamide.  

L ' é c h a n t i l l o n  e s t  e n s u i t e  i n c u b é  à 51 OC. La r é a c t i o n  d e  r é a s s o -  

c i a t i o n  est p o u r s u i v i e  d e  f a ç o n  à o b t e n i r  une  v a l e u r  d e  Cot0 é g a l e  à 100 

p a r  r a p p o r t  a u  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. Zysodeikticus. E l l e  est e n s u i t e  

arrêtée p a r  d i l u t i o n  d e  l ' é c h a n t i l l o n  a v e c  du  tampon p h o s p h a t e  [TPI 0 ,01  M .  

L ' é c h a n t i l l o n  est  e n s u i t e  f r a c t i o n n é  scr u n e  c o l o n n e  d ' h y d r o x y l a -  

p a t i t e  (HAPI s u i v a n t  l a  mé thode  d é c r i t e  p a r  BRITTEN e t  KOHNE (19681 e t  p a r  

BRITTEN e t  a l .  [ 19741 

La s o l u t i o n  d i l u é e .  c o n t e n a n t  l e  DNA r é a s s o c i é ,  es t  d é p o s é e  s u r  

u n e  c o l o n n e  10 .3  m l ,  volume tassé1 c h a u f f é e  à 60 OC. La c o l o n n e  e s t  l a v é e  

t r o i s  f o i s  p a r  2 m l  d e  TP 0.01 M .  

Le DNA m o n o c a t é n a i r e  est  e n ~ u i t e  é lué  a v e c  t r o i s  f o i s  1 m l  d e  

La thermo-chromat0graphie.d~ DNA r é a s s o c i é  e s t  e n s u i t e  r é a l i s é e  

s e l o n  MIYAZAWA e t  THOMAS (19651 .  La t e m p é r a t u r e  d e  l a  c o l o n n e  e s t  a u g m e n t é e  

Dar i n c r é m e n t s  d e  5 OC. A c h a q u e  p a l l i e r  t h ~ r m i q u e ,  l e  DNA d é n a t u r é  est 

Cot : le produit de k concentration en DNA (exprimée en mol- de nucléotida p u  litre) p u  le temp~ 
d'incubation exprimé en w o n d a  



é l u é  p a r  deux  f o i s  1 m l  d e  TP 0,12 M p r é c h a u f f é  à l a  t e m p é r a t u r e  d e  l a  

c o l o n n e .  

La r a d i o a c t i v i t é  d e s  f r a c t i o n s  é l u i e s  es t  d é t e r m i n é e  p c r  comptage  

e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e  e n  p r é s s n c e  d e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  (CEN/SCk. N o l l .  



RESULTATS EXPERIMENTAUX 

1. Etude e t  caractér isat ion de l ' a c i d e  désoxyribonucléique (DNA) bactér ien 

Pour  pouvo i r  é t u d i e r  l a  p r i s e  e t  s u i v r e  l e  s o r t  d e  DNA exogène 

d a n s  un organisme,  il e s t  n é c e s s a i r e  d e  pouvo i r  l e  d i f f é r e n c i e r  du DNA endogène. 

A c e t  égard .  l e s  DNA b a c t g r i e n s  s o n t d e s m a t é r i a u x  d e  c h o i x .  En 

e f f e t ,  i l s  peuvent  ê t r e  c h o i s i s  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  d e n s i t é  en g r a d i e n t  d e  

CsC1 d e  t e l l e  s o r t e  que  c e l l e - c i  s o i t  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  du DNA d e  

l ' o r g a n i s m e  r é c e p t e u r .  De p l u s ,  l e s  DNA b a c t é r i e n s  peuvent  a i sément  ê t r e  

o b t e n u s  r a d i o a c t i f s .  

A. ESTIMATION DU POIDS MOLECULAIRE 

Nous a l l o n s  donner  un exemple d ' e s t i m a t i o n  du p o i d s  m o l é c u l a i r e  

d ' u n  DNA e x t r a i t  d ' u n  c u l o t  d e  S. pava ATCC 540. Les r é s u l t a t s  s o n t  

r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  1 ( ~ . 4 2  1 .  

Le g r a p h i q u e  ob tenu  e n  p o r t a n t  en  ordonnée l e s  v a l e u r s  d e  l a  

v i s c o s i t é  r é d u i t e  [ e n  d l / g l  e t  en  a b s c i s s e  l e s  c o n c e n t r a t i o n s  c o r r e s p o n -  

d a n t e s  ( e n  g / d l l  e s t  i l l u s t r é  p a r  l a  f i g u r e  1 (p.431. 

L ' i n t e r s e c t i o n  d e  l a  d r o i t e  d e  r é g r e s s i o n  l a  p l u s  p r o b a b l e  avec  

l ' a x e  d e s  o rdonnées  ( e x t r a p o l a t i o n  à l a  c o n c e n t r a t i o n  é g a l e  à z g r o ) ,  nous 

donne une e s t i m a t i o n  d e  l a  v a l e u r  d e  l a  v i s c o s i t é  i n t r i n s è q u e  [ri]. S u r  

l a  f i g u r e  1 ,  nous ob tenons  une v a l e u r  pour  [ri] é g a l e  à 180 d l / g .  
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C o n c e n t r a t i o n  en D N A  C dl]  

Fig. 1 

Détermination du poids moléculaire du DNA de S. flava (EIGNER, 1968) 



S o i t  à l ' a i d e  d e  l ' a b a q u e  d e s s i n é e  p a r  EIGNER e t  DOTY (19651 ,  

s o i t  à l ' a i d e  d e  l a  f o r m u l e  d e  CROTHERS e t  ZIMM (1965  1 ( v o i r  m a t é r i e l  e t  

mé thodes1 ,nous  o b t e n o n s  p o u r  c e t t e  v a l e u r  d e  [QI. un p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e  

5 2  x 106  d a l t o n s .  

Le p o i d s  m o l é c u l a i r e  d e s  d i f f é r e n t e s  p r é p a r a t i o n s  d e  DNA q u e  nous 

a v o n s  u t i l i s é  p o u r  n o s  e x p é r i e n c e s  v a r i e n t  d e  1 0  à 6 0  x 106 d a l t o n s .  

Nos p r é p a r a t i o n s  d e  ONA b a c t é r i e n s .  p u r i f i é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  

p r é p a r a t i v e  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  [FLAMW e t  a l . ,  1 9 6 9 1 , c o n t i e n n e n t  moins  d e  1 % d e  

RNA e t  moins  d e  2 % d e  p r o t é i n e s  ou a c i d e s  aminés  [P .  CHARLES, 19751.  

Les  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e s  DNA r a d i o a c t i f s  s o n t  é g a l e s  o u  

s u p é r i e u r e s  à 1  x106 dpm/ug. 

B. RECHERCHE DE DNA CIRCULAIRES 

Le génome b a c t é r i e n  est c o n s t i t u é  en  g é n é r a l  d ' u n  s e u l  chromosome 

fo rmé  d ' u n e  l o n g u e  d o u b l e  c h a î n e  c i r c u l a i r e  d ' a c i d e  d é s o x y r i b o n u c l é i q u e .  

Chez c e r t a i n e s  e s p è c e s ,  on a s i g n a l é  l a  p r é s e n c e  d ' é l é m e n t s  

g é n é t i q u e s  ex t r ach romosomiaux  ( f a c t e u r s  d e  f e r t i l i t é ,  f a c t e u r  d e  r é s i s t a n c e  

aux  a n t i b i o t i q u e s  ou  a u x  métaux  l o u r d s .  ... 1 .  Ces é l é m e n t s ,  pouvan t  ê t re  

a c q u i s  ou p e r d u s ,  ne  s o n t  p a s  e s s e n t i e l s  à l a  s u r v i e  d e s  c e l l u l e s  (CLOWES. 

19721.  

Nous a v o n s  r e c h e r c h é  l a  p r é s e n c e  é v e n t u e l l e  d e  c e s  é l é m e n t s  

ex t r ach romosomiaux  ( p l a s m i d e s  - LEDERBERG, 19521 c h e z  l e s  d i f f é r e n t e s  

s o u c h e s  b a c t é r i e n n e s  q u e  nous  a v o n s  u t i l i s é e s .  



C e t t e  r e c h e r c h e  a é té  f a i t e  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  d e  c e n t r i f u g a t i o n  

e n  g r a d i e n t  d e  CsCl à pH n e u t r e  en  p r é s e n c e  d e  b romure  d ' é t h i d i u m  (B.E.1 

[RADLOFF e t  a l . ,  1967 ; ZAENEN e t  a l . ,  1974  1 .  

Le B.E. e s t  un a g e n t  t r y p a n o c i d e  q u i  f o r m e  un complexe  a v e c  l e  

DNA d o u b l e - c h a i n e  (WARING.  19651 2 il s ' i n t e r c a l e  e n t r e  les  p a i r e s  d e  

b a s e s  d u  DNA. ce q u i  p r o v o q u e  un d é r o u l e m e n t  d e  l a  m o l é c u l e  d e  DNA, e f f e t  

r e p r é s e n t é  s chéma t iquemen t  p a r  CRAWFORD e t  WARING 119671. 

Le B.E. pe rme t  p a r f o i s  d e  s é p a r e r  d e s  m o l é c u l e s  d e  DNA p o s s é -  

d a n t  d e s  d e n s i t é s  i d e n t i q u e s ,  mais d e s  c o n f o r m a t i o n s  d i f f é r e n t e s .  En 

e f f e t ,  pou r  u n e  m o l é c u l e  d e  ONA c i r c u l a i r e  f e r m é e ,  l a  q u a n t i t é  maximum d e  

m o l é c u l e s  d e  B.E. p o u v a n t  s ' i n t e r c a l e r  sera m o i n d r e  q u e  p o u r  une  m o l é c u l e  

d e  DNA l i n é a i r e  ou c i r c u l a i r e  p o s s é d a n t  une  c a s s u r e .  De ce f a i t ,  l a  

d i m i n u t i o n  d e  l a  d e n s i t é  sera m o i n d r e  p o u r  une  m o l é c u l e  c i r c u l a i r e  q u e  p o u r  

u n e  m o l é c u l e  l i n é a i r e .  

P o u r  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  c u l o t s  b a c t é r i e n s  r a d i o a c t i f s .  nous  a v o n s  

a j o u t é  a u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  normal  d e  l a  t h y m i n e - 6 - 3 ~  e t  d e  l a  d é s o x y a d é n o s i n e  

[ v o i r  m a t é r i e l  e t  m é t h o d e s ] .  La c o m p a r a i s o n  d e s  c o u r b e s  d e  c r o i s s a n c e  d e  

c u l t u r e s  r a d i o a c t i v e s  ( f i g u r e  2,  p . 4 6  l e t  n o n - r a d i o a c t i v e s  ( f i g u r e  3 ,  p . 4 6  1 ,  

m o n t r e  q u e  l e  temps d e  g é n é r a t i o n  est augmenté  assez s i g n i f i c a t i v e m e n t  e n  

p r é s e n c e  du p r é c u r s e u r  r a d i o a c t i f .  Les  r é s u l t a t s  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  

t a b l e a u  II ( p .  471  e t  comme on p e u t  l e  c o n s t a t e r ,  l e  temps d e  d é g é n é r a t i o n  

est augmenté  p o u r  c h a c u n e  d e s  s o u c h e s  é t u d i é e s  e t  c e t t e  a u g m e n t a t i o n  est 

p l u s  i m p o r t a n t e  pou r  les  s o u c h e s  mu tées  a u x o t r o p h e s .  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  d i f f é r e n t s  l y s a t s  p a r  u l t r a -  



Temps ( H l  T e m p s  ( H l  

Fig. 2 et 3 

Courbes de croissance de S.f/ava 540 (O-), M. lysodeikticus 4698 (-1, M. lysodeikticus W p  C23 

(A-), M. lysodeiktiws trp €16 (A--&), M. lysodeiktiws his 25 (*-4) en absence (3 ou en présence 

(2) de précurseur radioactif 



TABLEAU II 

Valeurs des temps de génération pour quelques souches de M ~ C P O C O C C ~ S  

dans deux milieux différents 

Souche 

M .  2 .  t r p  C 23 ! ah30 1 9h30 

g dans milieu 9 non- 
radioactif 

M .  2 .  t r p  E 16 

g dans milieu radioactif 

M .  2 .  h i s  25 

TABLEAU III 

Densités en CsCl des DNA circulaires (1) et linéaires (II) de quelques 

souches de Micrococcus et Sarcina 

Souche 

M .  lysadeikticus ATCC 4698 

S.  m u a  ATCC 540 

M .  lysodeikticus t r p  C 23 

M .  lyaodeikticus t r p  E 16 

M .  lysodeikticus h i s  25 

Densité en CsCl 1 g/cm31 
1 

1,725 

. A ,  726 

1,725 

1,726 

1,726 

II 

1,731 

1,727 

1,727 

1.727 

1,728 



c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C l  en  p r é s e n c e  de  B.E.  s o n t  i l l u s t r é s  

p a r  l e s  f i g u r e s  4 ,  5. 6 ,  7 e t  8 ( p .  491. 

Dans chaque c a s ,  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  dans  l e  g r a -  

d i e n t  e s t  h é t é r o g è n e  : à c ô t é  d ' u n  p i c  p r i n c i p a l  (III c o r r e s p o n d a n t  au DNA 

chromosomique, nous o b s e r v o n s  un p i c  moins i m p o r t a n t  I I I .  

Les f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d a n t  aux d i f f é r e n t s  p i c s  o n t  é t é  r a s s e m b l é e s  

en  vue d e  l e u r  a n a l y s e  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en g r a n d i e n t  d e  C s C l  en  

a b s e n c e  d e  B.E. c e t t e  f o i s .  Les r é s u l t a t s ,  i l l u s t r é s  p a r  les f i g u r e s  9 

e t  1 0  ( p .  50 1 (M. l y sode ik t i cus  ATCC 4698 1 ,  11 e t  1 2  ( P .  50 1 (S. flava ATCC 540 1, 

73 e t  1 4  (p.51 1  (W. lysodeik t icus  t r p  C231, 15 e t  1 6  (p.51 1 (M. l y sode ik t i cus  

t r p  €161, 17  e t  18 Ip .52 1 (M. lysodeik t icus  h i s  251. s o n t  r a s s e m b l é s  

d a n s  l e  t a b l e a u  III [ p .  471. 

Les p i c s  " s a t e l l i t e s w  ( I l  r e p r é s e n t e n t  d e  1  à 3 % d e  l a  r a d i o -  

a c t i v i t é  t o t a l e .  

L'examen du t a b l e a u  III ( p . 4 7  1 montre  que l e s  molécu les  r a d i o -  

a c t i v e s  du p i c  1 o n t  p r a t i q u e m e n t  l a  même d e n s i t é  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  e t  

que  c e t t e  d e n s i t é  e s t  t r è s  v o i s i n e  d e  c e l l e  d e s  molécu les  du p i c  II c o r r e s -  

pondant  au  DNA chromosomique s a u f  d a n s  l e  c a s  d e  M. lysodeik t icus  ATCC 4698 . 

où une d i f f é r e n c e  d e  6 mg/cm3 est o b s e r v é e .  I 

Ces o b s e r v a t i o n s  s u g g è r e n t  l a  p r é s e n c e  d a n s  l e s  d i f f é r e n t e s  s o u c h e s  

d ' é l é m e n t s  c i r c u l a i r e s  ext rachronosomiaux ( p l a s m i d e s l .  

Le r G l e  de  c e s  p lasmides  n ' e s t  pas  connu e t  l e u r  é t u d e  g é n é t i q u e  

s o r t  du c a d r e  d e  n o t r e  t r a v a i l .  



W. dos t rac l lons 

Fig. 4,5,6,7 et 8 

Analyse en gradient de CsCl en présence de B.E. de DNA de M. lysodeikticus 4698 (41, S. flava (5). 
M. lysodeikricus trp C23 (6). M. lysodeikriws trp El6 (7), M. lysodeikricus his 25 (8). 



No des f ract lons 

M* des f ract lons 

Fig. 9, 10, 1 1  et 12 

Analyse en gradient de CsCI. 

Fig. 9 : pic II de la Fig. 4 
Fig. 10 : pic 1 de la Fig. 4 
Fig. 1 1  : pic I I  de la Fiy. 5 
Fig. 12 : pic I de la Fig. 5 

0 $0 100 
NO des fractions 

No des I r i c t i o n s  

Références de densite : DNA de phage 2C (1,742 glcrns ), DNA de Cl. perfringens (1,691 g/cm3 



Mo dos f r a c t i o n s  

Ne des  f r i c t i o n s  M* dos f r a c t l o n s  

Fig. 13, 14, 15 et 16 

Analyse en gradient de CsCI. 9 6 5 
i t  UT. 

Fig. 13 : pic II de la Fig. 6 
Fig. 14 : pic 1 de la Fig. 6 
Fig. 15 : pic II de la Fig. 7 
Fig. 16 : pic I de la Fig. 7 

O 
Références de densité : DN A de phage 2C (1,742 g/cm3 1, DN A de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 ) 



I* dos f raetlons M. des fractions 

Fig. 17 et 18 Xe---%. 

Analyse en gradient de CsCI. ( ; 5 1 3 < )  

Fig. 17 : pic II de la Fig. 8 i t , :  i' 
<-%.-# 

Fig. 18 : pic 1 de la Fig. 8 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1 



C. ETUDE GENETIQUE 

1. -Transformation biologique 

Les travaux de KLOOS et son groupe avaient montré qu'avec 

M. Zysodeikticus le succès et la reproductibilité des essais de transfor- 

mation étaient très dépendants du milieu de culture. ~ c r o c o c c z ~  accep- 

tait de se développer sur certains agars notamment et pas sur d'autres. 

Suite à leurs constatations. KLOOS et SCHULTES (19691 choisirent le "Special 

Agar Noble" de Oifco pour la croissance des Micrococcus. 

Dans un premier temps, nous avons reproduit les expériences de 

KLOOS et al. t1969, 19701 en recherchant les meilleures conditions expéri- 

mentales et en essayant plusieurs lots d'agar. 

Les résultats de ces différents essais sont rassemblés dans le 

tableau IV (p. 541 et compte tenu de ces observations. nous avons utilisé 

pour nos expériences ultérieures l'agar-agar 1614 de Merck,"purifiB exempt 

d'inhibiteurs pour la microbiologien. 

Ces essais nous ont permis de confirmer les résultats de KLOOS 

sur M. tysodeikticus trp E 16 et ISU ade' (1969a1, c'est-à-dire, l'existence 

d'une phase de compétence ainsi que le montrent les résultats rassemblés 

dans le tableau V (p.54 1 et illustrés dans la- figure 19 (p.55 1. 

-.. 

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

Pour cette étude, nous avons utilisé du ONA radioactif de 

S. pava ATCC 540 (M. Zuteus) [activité spécifique 1 x 106 dpm/ugl et du 



TABLEAU IV 

Influence de différents agars sur les résultats de la transformation de 

M .  Zysodeikticus 

d 

TABLEAU V 

Etude de la transformation en fonction de la croissance, de rtl. Zlysodeikticus 

trp C 23 par du DNA de S. fZava ATCC 540 
-- - - -- - - 

Type d'agar 

Bacto-Agar lDifcol  

P u r i f  i e d  Agar 
(Dif CO 1 

S p e c i a l  Agar Noble 
[Dif col  

Agar-Agar 161 3 
(Merck 1 

Agar-Agar 1 61 4 
[Merckl 

Ion-Agar IOxoIdl 

Transformés x  IO-^ 
par ml 

O 

1.6 

1.2 

1 ,3 

32 

0,81 

Comptes viables 
(C.V.) x  IO-^ par 

ml 

O 

6.0 

4,9 

5,8 

7,4 

5.6 

Fréquence de 
transformation 
en % 

- 
O. 003 

0,002 

0, 002 

0,043 . 

O, 001 

Point (heure) 

14 

19 

2 5 

2 8 

3 1 

D.O. culture 
(620-865 nm) 

0,225 

0, 350 

O. 660 

0,900 

Réversants 
par ml 

350 

390 

1000 

800 

l 
1.20 900 

110 

220 

34 

4 0 

Transformés 
par ml 

4 000 

11  O00 

I 110 O00 

220 000 

1,60 

1.90 

410 000 

530 000 

33 000 

C.V. 
x 1 0 ' ~  
par ml 

1 . B  

3,4 

8.1 

13 

Fréquence 
transfo 
en % 

O, 020 

0,031 

0,135 

0,170 

28 

8 6 

150 

0,146 

0,062 

O, 0022 



n 
Y, 

0 al 
L 

3 
'al 

Fig. 19 et 20 

Fig. 19 : pourcentage de transformation en fonction de la croissance chez M. lysodeikricus trp C23 
Fig. 20 : pourcentage de transformation , prise de DNA H de S. flava et de E. coli en fonction de 

la croissance chez M. lysodeikricus trp C23 



ONA de E. coZi CR 34 [ a c t i v i t é  spécif ique 1 ,6  x 106 dmp/pgl. 

Les c e l l u l e s  ont é t é  incubées pendant 60 minutes dans l e  mil ieu 

de transformation [KANE e t  KLOOS, 19701 contenant l e  DNA radioact i f  (con- 

centra t ion 10 ug/mll à d i f f é r e n t s  moments de l a  courbe de croissance.  Les 

c e l l u l e s  ont ensui te  é t é  lavées e t  t r a i t é e s  par l a  DNase. 

Une est imation de l a  r ad ioac t i v i t é  ac ido-précipi table  nous donne 

une idée de l a  quan t i t é  de matér ie l  r ad ioac t i f  ayant é t é  absorbé par l e s  

c e l l u l e s .  Une étude f a i t e  en pa r a l l è l e  sur des a l iquo ts  des d i f f é r e n t s  

échant i l lons  montre que. dans nos condit ions expérimentales, l e s  f r é -  

quences de transformation é t a i en t  semblables à c e l l e s  observées l o r s  de 

nos précédentes expériences. 

Les r é s u l t a t s  rassemblés dans l e  tableau V I  [p. 57  1 e t  i l l u s t r é s  

par l a  f i g u r e  20 [p. 55 1 montrent un  pic de compétence s i t u é  en t re  l a  22ème 

e t  l a  2sème heure de croissance.  

L'analyse des  r é s u l t a t s  montre s u r  l a  courbe de r ad ioac t i v i t é  

t o t a l e  en fonction du nombre d'heures de cu l tu re ,  u n  plateau q u i  correspond 

aux temps où l e s  plus hauts pourcentages de transformation sont observées ! 

Toutefois ,s i  c e t t e  r ad ioac t i v i t é  e s t  rapportée à l a  r ad ioac t i v i t é  exprimée 

en nombre de coups par c e l l u l e s  v iables ,  l a  courbe prend une toute  a u t r e  

a l l u r e  e t  dans ce cas  l a  quan t i t é  de r ad ioac t i v i t é  diminue en fonct ion d u  

temps de croissance. 

Dans l e s  c e l l u l e s  incubées avec l e  DNA de E. c o z i ,  l a  quan t i t é  

d e  r ad ioac t i v i t é  retrouvée e s t  environ t r o i s  f o i s  i n f é r i eu r e  à c e l l e  ob- 

servée lorsque l e s  c e l l u l e s  sont  incubées avec l e  DNA de S. fzava ; en 





sa. 

t e n a n t  compte  d e  ce q u e  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  du  DNA d e  E. c o l i  é t a i t  

s u p é r i e u r e  à ce l l e  d u  DNA d e  S. Gava, on p e u t  e s t i m e r  q u e  les  c e l l u l e s  

a b s o r b e n t  e n v i r o n  c i n q  f o i s  moins  d e  DNA d e  E. Coli  q u e  d e  DNA d e  S. f k v a ,  

s o u s  f o r m e  p o l y m é r i s e e .  

3. Etude de l ' é ta t  de polymérisation de DNA 3~ dans les  cel lules  de 

M. lysodeik t icus  t r p  C 23 

En vue  d ' é t u d i e r  l a  n a t u r e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  l e s  

c e l l u l e s  après i n c u b a t i o n  a v e c  les  DNA r a d i o a c t i f s ,  nous a v o n s  r é p é t é  c e s  

e x p é r i e n c e s  p o u r  un temps  d e  l a  c o u r b e  d e  c r o i s s a n c e ,  e t  e n  u t i l i s a n t  deux 

DNA d i f f é r e n t s  o b t e n u s  a p a r t i r  d e  S. flava ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 

1 x 106 dpm/pgl e t  d e  E. c o l i  ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e : 0 , 8  x 106  dpm/ugl . 

La c o n c e n t r a t i o n  en  DNA d u  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  é t a n t  d e  1 0  ug/ml 

p o u r  l e  DNA d e  S. fZava e t  d e  5 0  ug/ml p o u r  l e  DNA d e  E. C o l i .  

Les  c e l l u l e s  u t i l i s é e s  p r o v e n a i e n t  d ' u n e  c u l t u r e  d e  M. l y sode ik t i cus  

t r p  C 23 a r r i v é e  à u n e  0 .0 .  d e  0 ,83 .  e t  a v e c  l e s q u e l l e s  n o u s  avons  o b s e r v é  

une bonne  f r é q u e n c e  de t r a n s f o r m a t i o n ,  é g a l e  à 0.26 % t7.3 x l a 4  t r a n s -  

f o r m é s  p a r  m l  p o u r  2 , 8  x IO' c e l l u l e s  v i a b l e s  p a r  m l .  a v e c  1 3 0  r é v e r t a n t s  

p a r  m l ) .  Les c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  p e n d a n t  60 min d a n s  l e  m i l i e u  d e  

t r a n s f o r m a t i o n  c o n t e n a n t  les  d i f f é r e n t s  DNA, el les  o n t  e n s u i t e  é t é  l a v é e s  

e t  t r a i t ées  à l a  DNase. 

Les DNA e x t r a i t s  d e s  d i f f é r e n t s  É c h a n t i l l o n s  o n t  É t é  

a n a l y s é s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  C s C 1 .  

Les r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l e s  f i g u r e s  21 e t  22 [ p .  59 1 .  
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N* des f r a c t i o n s  

Fig. 21 et 22 
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No des f r a c t i o n s  

Analyse en gradient de CsCl du DNA extrait des cellules de M. lysodeikticus trp C23 après incubation : 
Fig. 21 : avec du DNA 3H de S. flava 
Fig. 22 : avec du DNA 3H de E. co/i 

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de CI. pedringens (1,691 g/cm3 1 



Dans l e  cas des c e l l u l e s  t r a i t é e s  par l e  ONA de S. ftaoa. on 

observe ( f i gu re  21. p.59 1 u n  p ic  de r ad ioac t i v i t é  correspondant à des 

molécules dont l a  dens i t é  e s t  égale à 1,731 g/cm3, dens i t é  t r è s  vois ine  

de c e l l e  d u  DNA de S. f k v a  (M. lu teusf  mais auss i  de M. lysodeikticus.  

Par contre. dans l e  cas des c e l l u l e s  t r a i t é e s  par du DNA de 

E. coZi ( f i gu re  22. p.59 1, l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par des molécules 

dont l a  dens i t é  e s t  égale  à 1,709 g/cm3, dens i t é  d u  DNA de E. c o l i .  Dans 

c e  cas, il semble que l 'on  puisse conclure que des molécules pas ou peu 

modifiées de E. coZi ont é t é  p r i s e s  par l e s  c e l l u l e s  de M. Zysodeikticus. 

4. Essais de transformation hétérologue 

Les r é s u l t a t s  précédents ayant montré que du DNA d e  E. coZi 

pouvait ë t r e  p r i s  i n t a c t  ou peu modifié par l e s  c e l l u l e s  de M. lysodeikticus 

t r p  C 23, nous avons voulu voir  s i  l e  DNA de E. c o l i  pouvait transformer 
l 

ce  mutant de M. lysodeikticus.  1 

Nous avons u t i l i s é  des c e l l u l e s  provenant d'une cu l tu re  dont l a  1 
1 

0.0. é t a i t  égale à 1,3.  La concentration des ONA dans l e  milieu de t r an s -  1 
formation é t a i t  de 10 ug/ml pour l e  DNA de S. f lava, t and i s  que nous u t i -  i 
l i s i o n s  t r o i s  concentrat ions d i f f é r en t e s  pour l e  ONA de E. c0Zi P4 x  Jex 8 : 50. 

100 e t  200 ug/ml. 

Les r é s u l t a t s  obtenus sont rassemblés dans l e  tableau V I 1  cp.61 1. 

Alors que l a  fréquence de transformation é t a i t  part iculièrement élevée 

lorsque l e s  c e l l u l e s  avaient  é t é  t r a i t é e s  par l e  DNA de S. fzava, l a  f r é -  

quence de transformation observé avec l e s  c e l l u l e s  t r a i t é e s  par l e  DNA de 





E. coZi à l a  c o n c e n t r a t i o n  l a  p l u s  é l e v é e  ( 2 0 0  pg /mlI  n ' e s t  p a s  s i g n i f i c a -  

t i v e r n e n t  d i f f é r e n t e  d e  l a  f r é q u e n c e  d e  r é v e r s i o n  d e  l a  s o u c h e  u t i l i s é e  

e t  q u i  e s t  é g a l e  à 1 - 2  x 1 0 ' ~  % e n v i r o n .  

5 .  Les gènes adénine et  tryptophane sont-ils l i é s  chez S. f la t ta  ? 

La s o u c h e  S. flava (M. ZuteuslATCC 540 est a d é n i n e  d é p e n d a n t e  ; 

n o u s  a v o n s  d o n c  a j o u t é  d e  l ' a d é n i n e  à n o s  b o i t e s  m i n i m a l e s ,  p o u r  p e r -  

mettre l a  c r o i s s a n c e  d e s  bactér ies  t r p -  d e v e n u e s  t r p '  e t  p e u t - ê t r e  a d e - .  

P o u r  v o i r  s ' i l  e x i s t a i t  u n e  l i a i s o n  e n t r e  les g è n e s  a d é n i n e  e t  

t r y p t o p h a n e  d e  S. f l a v a , n o u s  a v o h s  m i s  e n  c u l t u r e  s u r  b o i t e s  c o n t e n a n t  l e  

m i l i e u  9 s u p p l é r n e n t é  d ' a d é n i n e ,  d e s  c o l o n i e s  t r a n s f o r m é e s  a p p a r u e s  s u r .  

b o i t e s  c o n t e n a n t  l e  m i l i e u  9 s u p p l é m e n t é  d ' a d é n i n e .  Nous a v o n s  e f f e c t u é  

d e s  r é p l i q u e s  à p a r t i r  d e  ces b o i t e s ,  s u r  b o i t e s  a v e c  d u  m i l i e u  m i n i m a l  

e t  s u r  b o î t e s  a v e c  m i l i e u  m i n i m a l  s u p p l é m e n t é  d ' a d é n i n e .  

Nous n ' a v o n s  o b s e r v é  a u c u n e  d i f f é r e n c e .  n i  d a n s  l e  temps  d ' a p p a -  

r i t i o n  n i  d a n s  l e  nombre  d e s  c o l o n i e s  q u i  se m u l t i p l i a i e n t  s u r  les d i f f é -  

r e n t s  m i l i e u x .  

Nous p o u v o n s  d o n c  c o n c l u r e  q u e  les g è n e s  a d é n i n e  e t  t r y p t o p h a n e  

n e  s e m b l e n t  p a s  ê t re  l i é s  c h e z  S. f l a t t a .  



D. CONCLUSIONS 

1. Nous avons  m i s  e n  é v i d e n c e  l ' e x i s t e n c e  d e  DNA c i r c u l a i r e s . d a n s  t o u t e s  

l e s  souches  d e  Mkrococcus que nous p o s s é d i o n s .  

Pour  M. lysodeikticus ATCC 4698. l e  DNA c i r c u l a i r e  possède  en g r a d i e n t  

d e  C s C l  une d e n s i t é  é g a l e  à 1,725 g/cm3, l égè rement  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  

du DNA chromosomique (1.731 g/cm3 1 .  P o u r  l e s  a u t r e s  souches ,  les d e n s i t é s  

en  g r a d i e n t  d e  C s C l  d e s  DNA c i r c u l a i r e s  e t  chromosomiques s o n t  s e n s i b l e -  

ment é g a l e s  e t  v o i s i n e s  d e  1 ,726  g/cm3. 

2 .  Nous avons  é t u d i é  l e  pouvo i r  t r a n s f o r m a n t  du DNA d e  S. fzava (M. tuteus)  

ATCC 540 s u r  l a  souche  d e  M. lysodeikticus t r p  C 23 t r y p t o p h a n e  dépendan- 

t e ,  e t  avons  o b t e n u  d e s  r é s u l t a t s  comparables  à ceux d e  KLODS : e x i s t e n c e  

d ' u n e  phase  de  compétence en f i n  de  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e ,  a b t e n t i o n  d e  

f r é q u e n c e s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  s u p é r i e u r e  à 0.1 % au  p i c  d e  compétence.  

3 .  Nous avons  é t u d i é ,  a v e c  l a  souche M. tysodeikticus t r p  C 23. l a  p r i s e  d e  

DNA 3~ de  S. ftava [M. luteus1 e t  d e  E. co l i  en f o n c t i o n  d e  l a  c o u r b e  d e  

c ro i s sance .Nous  avons  o b s e r v é  une p r i s e  p l u s  i m p o r t a n t e  [ r a d i o a c t i v i t é  

t o t a l e 1  au  moment du p i c  d e  compétence. 

i ' a n a l y s e  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  a  montré  l ' e x i s t e n c e  d e  molécu les  d e  DNA d e  

E. co l i  peu ou p a s  rnod.if iées d a n s l e s  c e l l u l e s  d e  M. Zysodeikticus t r p  C 23. 

4. Lors d e s  e s s a i s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  d e  M. lysodeikticus t r p  C 23 p a r  l e  

DNA d e  E. c o l i ,  l a  f r é q u e n c e  de  t r a n s f o r m a t i o n  h é t é r o l o g u e  é t a i t  t r è s  

f a i b l e  e t  p a s  s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e .  d e  l a  f r é q u e n c e  de  r é v e r s i o n .  



5. Nous avons montré que, dans nos conditions expérimentales, les gènes 

adénine et tryptophane de S. fZava [M. luteus1 ATCC 540 n'apparaissent 

pas comme liés. 



II. Caractér isat ion du DNA des d i f férentes souches d'algues u t i  1 isées 

Le bu t  d e  n o t r e  t r a v a i l  é t a n t  d ' é t u d i e r  l a  prise e t  l e  s o r t  d e  

CNA b a c t é r i e n  chez  c e r t a i n e s  e s p è c e s  d ' a l g u e s  pro- e t  e u c a r y o t e s .  nous 

d e v i o n s  a v a n t  t o u t e  a u t r e  chose .  c a r a c t é r i s e r  l e  ou l e s  DNA d e s  o rgan i smes  

é t u d i é s .  

C e t t e  c a r a c t é r i s a t i o n  a é t é  f a i t e  en  a n a l y s a n t  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  

e n  g r a d i e n t  d e  CsC1. les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  o b t e n u e s  l o r s  d e  l a  p u r i f i -  

c a t i o n  d e  l ' e x t r a i t  c e l l u l a i r e  p a r  f i l t r a t i o n  m o l é c u l a i r e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e .  

P a r  ch romatograph ie  s u r  g e l  d ' u n  e x t r a i t  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é .  

on o b s e r v e  deux g r a n d e s  c l a s s e s  d e  molécu les  a b s o r b a n t  l a  l u m i è r e  U.V.  : 

l e s  p r e m i è r e s ,  é l u é e s  a u  volume mor t ,  s o n t  c o n s t i t u é e s  d e  m a t é r i e l  d e  h a u t  

p o i d s  m o l é c u l a i r e  ( d o n t  l e  D N A I ,  l e s  secondes  é l u é e s  p l u s  t a r d  (ZI un 

volume d ' é l u a n t  c o r r e s p o n d a n t  à e n v i r o n  t r o i s  f o i s  c e l u i  du volume m o r t )  

s o n t  c o n s t i t u é e s  d e  m a t é r i e l  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  ( p r o t é i n e s .  nu- 

c l é o t i d e s ,  a c i d e s  aminés ,  p igments .  e t c . ] .  Les d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  

q u i  c o n s t i t u e n t  l e s  deux p i c s  p r i n c i p a u x  o n t  é t é  r a s s e m b l é e s  e t  a n a l y s é e s  

séparément  . 

Nous avons  t e s t é  d i f f é r e n t e s  méthodes d é j à  p u b l i é e s  pour l y s e r  

l e s  c e l l u l e s  d'A. niduZans [ C R A I G  e t  a l . .  1969 ; SHESTAKOV e t  K H Y E N .  1970 ; 

STANIER e t  a l . ,  1971 ; DNITRIEV e t  GRODZINSKY, 19751. Comme c e s  méthodes 

ne  s e m b l a i e n t  pas q u a n t i t a t i v e s ,  nous avons  m i s  au  p o i n t  une méthode p l u s  



s a t i s f a i s a n t e  ( v o i r  m a t é r i e l  e t  méthodesl .  

La f i g u r e  23A (p .  67 1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l a  chromato- 

g r a p h i e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d ' u n  e x t r a i t  c e l l u l a i r e  r a d i o a c t i f .  

Les f r a c t i o n s  6-7 e t  8 (le' p i c )  o n t  é t é  r a s s e m b l é e s  e t  a n a l y s é e s  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  C s C 1 ,  en p r é s e n c e  d e  r é f é r e n c e s  d e  den- 

s i t é  n o n - r a d i o a c t i v e s .  Les r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  235  

(p .  67 1 : un p i c  p r é s e n t a n t  une a b s o r p t i o n  U . V .  e t  une r a d i o a c t i v i t é  

s i g n i f i c a t i v e  e s t  o b s e r v é  ; il cor respond  à une d e n s i t é  d e  1 ,714  g/cm3. 

Ca r é s u l t a t  e s t  en a c c o r d  a v e c  ceux d e  EDELMAN e t  a l .  119671 ec  d e  KUNG 

e t  a l .  ( 1 9 7 2 ) .  

Les f r a c t i o n s  15 à 23 ( Z e  p i c  d ' a g a r o s e ,  f i g u r e  2% , p .  67 1 .  

o n t  é t é  r a s s e m b l é e s  e t  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de  CsCl 

a  donné l e s  r é s u l t a t s  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  23C ( p .  67 1 .  Dans c e  

c a s .  on n ' o b s e r v e  p a s  d e  p i c  a u t r e  que  ceux q u i  c o r r e s p o n d e n t  aux DNA 

a j o u t é s  comme r é f é r e n c e  d e  d e n s i t é  ; d ' a u t r e  p a r t  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  

d i s t r i b u é e  s u r  t o u t  l e  g r a d i e n t .  

La q u a n t i t é  d e  DNA c o n t e n u e  dans  une c e l l u l e  a  é t é  d é t e r m i n é e  

approximat ivement .  e n  d i v i s a n t  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d e  DNA r e t r o u v é e  a p r è s  

é l u t i o n  d e  l a  co lonne  d ' a g a r o s e ,  p a r  l a  q u a n t i t é  d e  c e l l u l e s  à p a r t i r  des -  

q u e l l e s  l e  D N A  a  é t é  p r é p a r é .  Nous ob tenons  pour A .  niduZans une v a l e u r  

moyenne d e  0,026 x  IO-^ pg d e  DNA p a r  c e l l u l e ,  ca q u i  e s t  a s s e z  p r o c h e  

d e s  0,030 x  IO-^ ~g d é t e r m i n é s  p a r  c o l o r i m é t r i e  p a r  C R A I G  e t  a l .  (19691.  

C e p e n d a n t , d l a p r è s  d e s  r é s u l t a t s  non p u b l i é s  d e  MANN e t  C A R R  ( c i t é s  p a r  

LEACH e t  E R D M A N ,  19731, l a  q u a n t i t é  d e  DNA p a r  c e l l u l e  v a r i e r a i t  a s s e z  
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Fig. 23 

Fig. 23A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d'un lysat d'A. nidulans. 
Analyse en gradient de CsCI des fractions 6 à 8 (Fig. 238). e t  des fractions 15 à 23 (Fig. 23C). 
Références de densité : DNA de phage 2C ( 1,742 g/cm3 ) , DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3 ) . 



f o r t e m e n t  s e l o n  l e  t a u x  d e  c r o i s s a n c e  d'A. nidulans, c e  q u i  r e n d r a i t  a s s e z  

d i f f i c i l e  l ' é t a b l i s s e m e n t  d ' u n e  v a l e u r  a b s o l u e .  

Le m e i l l e u r  marquage  r a d i o a c t i f  d u  DNA a é t é  o b t e n u  a v e c  

l ' ~ r a c i l e - 6 - ~ ~ ,  ce q u i  est  e n  a c c o r d  a v e c  les r é s u l t a t s  d e  GLASER e t  a l .  

( 1 9 7 3  1. Avec c e  p r é c u r s e u r  r a d i o a c t i f ,  nous  a v o n s  o b t e n u  d e s  a c t i v i t é s  

s p é c i f i q u e s  é l e v é e s ,  e n  moyenne 4 x l n 6  dpm/ug. 

P a r  c o n t r e .  l a  t h y r n i d i n e - ~ - 3 ~  e t  l ' a d e n i n e - 2 - 3 ~  s o n t  très peu  

i n c o r p o r é e s  d a n s  l e  DNA e t  l es  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  o b t e n u e s  s o n t  d e  

l ' o r d r e  d e  15  000  dpm/pg. RESTAINO e t  FRAMPTON (19751  o n t  m o n t r é  l ' a b s e n c e  

d e  t h y m i d i n e  p h o s p h o r y l a s e  e t  d e  t h y m i d i n e  k i n a s e  c h e z  A. nidulans. c e  

qui e x p l i q u e  l a  f a i b l e  i n c o r p o r a t i o n  d e  t h y m i d i n e .  

L o r s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d ' u n  e x t r a i t  c e l l u l a i r e  

o b t e n u  a p r è s  l a  l y s e  c o m p l è t e  d e s  c e l l u l e s  p a r  un a u t r e  p r o c é d é  ( v o i r  maté- 

r i e l  e t  m é t h o d e s ) ,  nous  o b t e n o n s  un diagramme q u i  à l a  même a l l u r e  q u e  

c e l u i  i l l u s t r é  p a r  l a  f i g u r e  23A ( p .  67 1 .  N a i s  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a -  

t i o n  en  g r a d i e n t  d e  CsCl d e s  m o l é c u l e s  d u  p r e m i e r  p i c  donne  un r é s u l t a t  

( f i g u r e  24 , p. 69 ] d i f f é r e n t  d e  c e l u i  i l l u s t r é  p a r  l a  f i g u r e  238 ( p .  67 

En e f f e t .  s u r  l a  f i g u r e  24 ( p .  69 1 ,  nous  o b s e r v o n s  en a b s o r p t i o n  U.V. 

à 254 nm t r o i s  p i c s  1. II e t  III. r e p r é s e n t a n t  d e s  m o l é c u l e s  s é d i m e n t a n t  

r e s p e c t i v e m e n t  à d e s  d e n s i t é s  é g a l e s  à 1 , 6 8 0  ( I l ,  à 1 , 7 1 4  ( I I 1  e t  à 1 .730  

[ I I I ]  g/cm3. L'examen d e  l a  f i g u r e  24 ( p .  69 1 mont re  é g a l e m e n t  q u e  l e s  

a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e  c e s  d i f f é r e n t e s  m o l é c u l e s  s o n t  t r è s  d i f f é r e n t e s .  

On s a i t  que  d e s  m o l é c u l e s  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  é l e v é  ( g l y c o g è n e ,  

p o l y s a c c h a r i d e s ,  ... 1  s o n t  é l u é e s  d e  l a  c o l o n n e  d ' a g a r o s e  en  même t e m p s "  
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Fig. 24 et 25 

Analyse du DNA d'A. nidulans. 

Fig. 24, en gradient de CsCl en présence de DNA de CI. perfrinpns (1,691 g/cm3 1. 
Fig. 25A, par chromatographie sur colonne de concanavaline ASepharose. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 1 et 2 (258) et 11 (25C). 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,741 g/cm3 1, DNA de CI. perfrngens ( 1,691 g/cm3 ) . 



q u e  l e  DNA e t  l e s  t r a v a u x  d e  COUNTS e t  FLAMM (19661,  d e  YOUNG e t  JACKSON 

(19661 e t  d e  PRITCHARD e t  a l .  (19711 o n t  m o n t r é  q u e  ces m a l é c u l e s  o n t  en  

g r a d i e n t  d e  C s C l  une d e n s i t é  q u i  e s t  p r o c h e  d e  c e l l e  du  DNA. 

Nous a v o n s  e s s a y é  d ' i d e n t i f i e r  l es  m o l é c u l e s  d e s  p i c s  1 e t  III 

d a n s  l e  b u t  d e  s a v o i r  s ' i l  s ' a g i s s a i t  d e  ONA s a t e l l i t e s  o u  d e  c o n s t i t u a n t s  

c e l l u l a i r e s  C O - é l u é s  a v e c  .le DNA e t  q u i  p o u r r a i e n t  s i m u l e r  d e s  DNA s a t e l l i t e s .  

Les  e s s a i s  d ' i d e n t i f i c a t i o n  o n t  é t é  e f f e c t u é s  à l ' a i d e  d e  p l u s i e u r s  

t e c h n i q u e s  c o m p l é m e n t a i r e s  : 

1. C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o l o n n e  d e  c o n c a n a v a l i n e  A-sepha rose .  

2 .  C h r o m a t o g r a p h i e  s u r  c o l o n n e  d ' h y d r o x y l a p a t i t e .  

3 .  C e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  CsCl à pH 12,O. 

4. C e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  C s C 1  à pH n e u t r e  a p r è s  a c t i o n  d e  l a  ONase 

p a n c r é a t  i q u e .  

5 .  C e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  C s C 1  à pH n e u t r e  a p r è s  a c t i o n  d e  l ' a -  ' 

a m y l a s e .  

6 .  A n a l y s e  ch imique .  

1 .  C e r t a i n s  p o l y s a c c h a r i d e s .  c o n t e n a n t  du  g l u c o s e ,  du f r u c t o s e  ou  du  

mannose comme g r o u p e  t e r m i n a l ,  p e u v e n t  ê t r e  s é p a r é s  du DNA p a r  c h r o m a t o -  

g r a p h i e  s u r  c o l o n n e  d e  c o n c a n a v a l i n e  A - s e p h a r o s e  4 B (EOELMAN, 19751.  

Le p r e m i e r  p i c  o b t e n u  l o r s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  d e  l ' e x t r a i t  

c e l l u l a i r e  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  ( f i g u r e  2 3 A ,  p .  67 1 a é t é  

c h r o m a t o g r a p h i é  s u r  une  c o l o n n e  d e  c o n c a n a v a l i n e  A - s e p h a r o s e  4 B. Les  ré-  

s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  25A ( p .  69 1 ; on p e u t  v o i r  q u e  

l e s  d e u x  p r e m i è r e s  f r a c t i o n s ,  d é s o r b é e s  a v e c  l a  s o l u t i o n  d e  SSC n o r m a l ,  



c o n t i e n n e n t  l a  p l u s  g r a n d e  p a r t i e  du  m a t é r i e l  a u s s i  b i e n  en  a b s o r p t i o n  U . V .  

q u ' e n  r a d i o a c t i v i t é .  

Lo r s  d e  l ' é l u t i o n  a v e c  l a  s o l u t i o n  d e  a -mé thy lmannos ide ,  s e u l e  

l a  p r e m i è r e  f r a c t i o n  c o n t i e n t  du matériel, a b s o r b a n t  d a n s  l ' U . V .  à 258 nm 

ou 320 nm. 

L ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  C s C 1  d u  m a t é r i e l  

d é s o r b é  p a r  l e  SSC normal  est  i l l u s t r é e  p a r  l a  f i g u r e  258 (p .  69 1. On 

o b s e r v e  en  a b s o r p t i o n  U.V.  deux  p i c s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  d e n s i t é s  1 , 7 1 4  e t  

1 .730  g/cm3 r e s p e c t i v e m e n t .  

S u r  l a  f i g u r e  25C ( p .  69 1 s o n t  i l l u s t r é s  les r é s u l t a t s  d e  

l ' a n a l y s e  en  g r a d i e n t  d e  CsCl  du  matériel d é s o r b é  d e  l a  c o l o n n e  p a r  l ' a -  

rné thylmannos ide .  On o b s e r v e  un s e u l  p i c  en  d e h o r s  d e  ceux  c o r r e s p o n a a n t  

a u x  DNA a j o u t é s  comme r é f é r e n c e  d e  d e n s i t é .  Les r é s u l t a t s  s u g g è r e n t  q u ' i l  

s ' a g i t  d a n s  ce cas d e  p o l y s a c c h a r i d e  e t  non d e  DNA.  La f i g u r e  25C 

( p .  69 1 m o n t r e  que  ces m o l é c u l e s  du p i c  1 s o n t  l é g è r e m e n t  r a d i o a c t i v e s  ; 

OOBSON e t  COOPER L19711, u t i l i s a n t  l a  t h y m i d i n e - 2 - 1 4 c ,  o n t  o b s e r v é  une  

i n c o r p o r a t i o n  d e  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e  g l y c o g è n e  d e s  f o i e s  d e  s o u r i s .  Dans 

n o t r e  c a s ,  il es t  a u s s i  p e r m i s  d e  c r o i r e  q u e  c e r t a i n s  p r o d u i t s  d e  d é g r a -  

d a t i o n  du p r é c u r s e u r  r a d i o a c t i f  s o n t  u t i l i s é s  pou r  l a  s y n t h è s e  d e s  p o l y -  

s a c c h a r i d e s .  

2 .  La f i l t r a t i o n  s u r  h y d r o x y l a p a t i t e  s u i v a n t  l a  t e c h n i q u e  d e  BERNARD1 (19651,  

n e  pe rme t  p a s  d e  s é p a r e r  l e  composé d u  p i c  III du DNA. 

3 .  L o r s  d e  l a  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  C s C l  à pH 12.0, on o b s e r v e  

une  i m p o r t a n t e  a u g m e n t a t i o n  [ 6 2  mg/cm31 d e  l a  d e n s i t é  d e s  DNA. C e t t e  



augmentation e s t  due à l a  dénaturat ion par rupture des l i a i s o n s  hydrogènes 

e t  à l a s a t u r a t i o n  je groupements de ce r ta ines  bases par des ions césium. 

Après centr i fugat ion à pH 12,0, u n  seu l  p ic  e s t  observé ( f i g u r e  26A 

p. 73 1 correspondant à des molécules sédirnentant à une dens i t é  éga le  à 

1.774 g/cm3. Cette valeur  de dens i t é  e s t  t r è s  proche de c e l l e  q u i  e s t  

at tendue lorsqu'on sédimente en gradient  de C s C l  à pH 12,O des molécules 

de DNA qui ont ,  en gradient  de C s C l  à pH neutre,  une dens i t é  égale à 

1,714 g/cm3. 

Ces r é s u l t a t s  permettent de d i r e  que l e s  molécules correspondant 

aux pics  1 e t  III ne s e  comportent pas en gradient  de C s C l  à pH 12.0, 

comme des molécules de ONA. 

4 .  L'action de l a  DNase s u r  l e s  molécules (1. II e t  1111, éluées au voiurne 

mort de l a  colonne d 'agarose,  e s t  étrange. E n  e f f e t ,  au vu aes r é s u l t a t s  

précédents. nous nous at tendions à ce  que seules l e s  molécules correspon- 

dant au pic II soient  sensibles  à l ' a c t i o n  de l a  ONase. Mais comme l e  mon- 

t r e n t  l e s  r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  par centr i fugat ion en gradient  de C s C l  

après act ion de l a  DNase [ f i gu re  268 , p. 73 1 ,  u n  seul  p ic  e s t  observé 

en absorption à 254 nm, correspondant aux molécules dont l a  densi té  e s t  

égale à 1,680 g/cm3. 

L'act ion de l a  ONase s u r  l e s  molécules III (de dens i t é  1.730 g / ~ r n 3  1 

i so l ée s  e t  pur i f i ées  s e  f a i t  sans augmentation d 'absorption U.V., c ' e s t - à -  

d i r e ,  sans e f f e t  hyperchrorne, ce qui  suggère l a  nature non-acide désoxyri- 

bonucléique de ces molécules. 
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Fig. 26 

Analyse en gradient de CsCl du DNA d'A. nidulans. 
A : à pH 12,O 
B : après digestion par la DNase. 
Le gradient est caractérisé par la détermination de l'indice de réfraction de certaines fractions. 



5. Nous avons également étudié l ' a c t i o n  de l 'a-amylase sur  l e  mélange 

des molécules des p ics  II e t  I I I ,  de densi tés  respectives 1,714 e t  

1,730 g/cm5. La f i g u r e  27A (p .  75 1 i l l u s t r e  l ' ana lyse  par c en t r i f u -  

gation en gradient  de C s C l  d u  mélange témoin, avant l ' a c t i o n  de l'a-amylase 

e t  l a  f i gu re  276 (p.  75 1 i l l u s t r e  c e l l e  du mélange après ac t ion de  

l'a-amylase à 40 O C  pendant 30 m i n .  Nous voyons que seules l e s  molécules 

du ONA d'A. nidulans [ p i c  III. de dens i t é  égale  à 1,714 g/cm3, r é s i s t e n t  

à c e t t e  ac t ion.  

Les r é s u l t a t s  obtenus avec l e s  d i f fé ren tes  méthodes d 'analyse  

montrent clairement q u ' i l  n 'existechez l ' a l g u e  un i ce l l u l a i r e  Anacystis 

niduZans qu'une espèce de DNA dont l a  dens i t é  e s t  égale à 1,714 g/cm3. 

Lorsque l a  l y se  des c e l l u l e s  e s t  obtenue par l ' a c t i o n  de c e r t a i n s  

enzymes. on observe par analyse en gradient  de C s C 1 .  à côté d ' u n  p i c  prin- 

c i pa l  correspondant au DNA, des pics pa ras i t es .  Ces pics pa ras i t es  con- 

taminant qui  simulent parfaitement des DNA s a t e l l i t e s  I iden t i f  i é s  chez 

beaucoup d'organismes actuellement] sont const i tués  chez A. niduZans de 

substances à haut poids moléculaire qui  accompagnent l e  DNA l o r s  de l a  pu r i f i -  

ca t ion s u r  g e l  d'agarose e t  qui  ont en gradient  de dens i t é  de CsCl une 

dens i t é  proche de c e l l e  du DNA. Ces substances o n t  pu ê t r e  i d e n t i f i é e s  

corme é tan t  de type polysaccharide. 

6 .  Nous avons essayé d 'analyser  complètement l e s  molécules du pic III ,  de 

dens i t é  égale  à 1,730 g/cm3, que nous pouvions i s o l e r  en grande quan t i t é .  

11 e s t  poss ible  d ' i s o l e r  ces molécules par centr i fugat ion prépara- 

t i v e  selon FLAMN e t  a l .  (19691. Les r é s u l t a t s ,  i l l u s t r é s  par l a  f i g u r e  28 
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Fig. 27 

Analyse en gradient de CsCl du DNA d'A. nidulans avant (A) et après ( 0 )  digestion par l'a-amylase. 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3 1. 
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Fig. 28 et 29 

Fig. 28 : centrifugation préparative du DNA d'A. nidulans (FLAMM et al., 1969). 
Fig. 29 : analyse en gradient de CsCI des fractions correspondantes au pic III (Fig. 281. 
Références de densité : DNA de phage 2C (1.742 g/cm3), DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3). 



( p .  76 1 ,  m o n t r e n t  q u e  l e s  e s p è c e s  m o l é c u l a i r e s  s o n t  b i e n  s é p a r é e s  a p r è s  

c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e .  Le c h e v a u c h e m e n t  d e s  p i c s  e s t  f a i b l e  a i n s i  

q u e  l e  m o n t r e  l a  f i g u r e  29 ( p .  7 6  1 q u i  i l l u s t r e  i e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  

l o r s q u ' o n  r e c e n t r i f u g e  les f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d a n t  a u  p i c  III. En a b s o r p -  

t i o n  U.V. à 258 nm. o n  n ' o b s e r v e  p a s  d e  p i c  à l a  p o s i t i o n  c o r r e s p o n d a n t  

à l a  d e n s i t é  d e  1 , 7 1 4  g/crn3. A c e t t e  p o s i t i o n ,  o n  o b s e r v e  s e u l e m e n t  u n  

p e t i t  p i c  e n  r a d i o a c t i v i t é ,  ce q u i ,  vu  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  é l e v é e  d u  

DNA, n e  c o r r e s p o n d  q u ' à  u n e  très f a i b l e  q u a n t i t é  d e  DNA. 

L ' a n a l y s e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  d u  p o l y s a c c h a r i d e ,  h y d r o l y s é  p a r  

HC1. m o n t r e  q u e  91 % d e s  m o n o s a c c h a r i d e s  t r o u v s s  s o n t  d e  t y p e  g l u c o s e .  

L e  p o l y s a c c h a r i d e  a é t é  p e r m é t h y l é  e t  l e s  é t h e r s  m é t h y l i q u e s  

o n t  é t é  i d e n t i f i é s  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  e n  p h a s e  g a z e u s e  s u r  c o l o n n e  d e  

Carbowax  6000  à 3 %. a p r è s  u n e  r é a c t i o n  d e  m é t h a n o l y s e .  Au p o i n t  d e  v u e  

a n a l y t i q u e .  les  d i a g r a m m e s  o b t e n u s  à p a r t i r  d u  g l y c o g è n e  [ u t i l i s é  comme 

r é f é r e n c e l e t  d u  p o l y s a c c h a r i d e  s o n t  s u p e r p o s a b l e s ,  c ' e s t - à - d i r e ,  q u e  n o u s  

t r o u v o n s  d e s  l i a i s o n s  1 - 4  a v e c  d e s  r a m i f i c a t i o n s  1 - 6 .  

Au p o i n t  d e  v u e  q u a n t i t a t i f ,  p a r  a n a l y s e  d e s  s u r f a c e s  d e s  p i c s ,  

il s e m b l e  q u e  le p o l y s a c c h a r i d e  e x t r a i t  d'A. nidulans s o i t  m o i n s  r a m i f i é  

q u e  l e  g l y c o g è n e .  

B. Euglena gra& lis 

Les c e l l u l e s  d 'E .  gracizis s o n t  s e n s i b l e s  a u  SDS (MARMUR, 1961 1 

e t  un c o n t r ô l e  e f f e c t u é  p a r  examen a u  m i c r o s c o p e  o p t i q u e  a m o n t r é  q u ' a p r è s  

a d d i t i o n  d u  d é t e r g e n t ,  il n ' y  a v a i t  p l u s  d e  c e l l u l e s  e n t i è r e s  d a n s  l e  

m i l i e u .  



La f i g u r e  30A ( p .  79 1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l a  chromato- 

g r a p h i e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d ' u n  e x t r a i t  c e l l u l a i r e  r a d i o a c t i f .  

L ' a n a l y s e  d e s  f r a c t i o n s  6-7, p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  

CsCl montre  ( f i g u r e  308 .p.  79 1 un p i c  e n  r a d i o a c t i v i t é  e t  en a b s o r p -  

t i o n  U.V. s i t u é  à une d e n s i t é  é g a l e  à 1,707 g/cm3, e t  un épaulement s i t u é  

approximat ivement  à une d e n s i t é  é g a l e  à 1 ,684  g/cm5. Ces r é s u l t a t s  s o n t  

en  a c c o r d  a v e c  ceux d e  BRAWERMAN e t  EISENSTADT (19641 e t  d e  EDELMAN e t  a l .  

( 1 9 6 4 ) .  

L ' a n a l y s a  d e s  f r a c t i o n s  16-19. c o r r e s p o n d a n t  au zème p i c  d ' a g a r o s e  

( f i g u r e  30A . p. 79 1 ,  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C l ,  mont re  

q u ' i l  n 'y a  aucune m o l é c u l e  q u i  séd imente  d a n s  l e  g r a d i a n t  ( f i g u r e  30C , 

p. 79 1 .  

La q u a n t i t é  d e  DNA p a r  c e l l u l e ,  e s t i m é e  à 2, l  x  IO-^ ug. a  une 

v a l e u r  p roche  d e  c e l l e  12.3 x  IO-^ pg1 t r o u v é e  p a r  SNILLIE e t  KROTKOV 

(19601 e t  p a r  EDRUNDS 119641. 

~ ' u r a c i l e - 6 - ~ ~  e t  l ' a d e n i n e - ~ - ~ ~  s o n t  l e s  mieux i n c o r p o r é s  d a n s  

l e  DNA d'E. g r a c i l i s  e t  nous ob tenons  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  s e  s i t u a n t  

aux e n v i r o n s  d e  80 000 dpm/ug. P a r  c o n t r e ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

du DNA 3~ e s t  f a i b l e .  d e  l ' o r d r e  d e  7000 dpm/pg, l o r s q u e  l a  t h y r n i d i n e - 6 - 3 ~  

e s t  u t i l i s é e  comme o r é c u r s e u r  r a d i o a c t i f .  

C.  Ochrornonas danica 

Les c e l l u l e s  d'O. danica s o n t  s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  du SOS. La 

l y s e  d e s  c e l l u l e s  e s t  immédiatement s u i v i e  d ' u n e  p r é c i p i t a t i o n  d e s  a c i d e s  
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Fig. 30 

Fig. 30A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d'un lysat d' E. grnilis. 
Analyse en gradient de CsCI des fractions 6 et 7 (Fig. 308 1, et des fractions 16 à 19 (Fig. 30C). 

Références de densite : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 1. DNA de CI. perfrngens ( 1,691 g/cm3 1. 



n u c l é i q u e s  p a r  l ' a l c o o l  d a n s  l e  b u t  d e  d é n a t u r e r  e t  d ' i n a c t i v e r  l e s  

n u c l é a s e s  r e l â c h é e s  d a n s  l e  m i l i e u  e t  q u i  s o n t  p a r t i c u l i è r e m e n t  a c t i v e s .  

La f i g u r e  31A ( p .  81 1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l a  f i l t r a -  

t i o n  m o l é c u l a i r e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d ' u n  e x t r a i t  r a d i o a c t i f  p a r t i e l l e m e n t  

p u r i f i é .  

Les  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  

CsCl d e s  f r a c t i o n s  5-7,  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  318 ( p .  81 1. 

On o b s e r v e  e n  r a d i o a c t i v i t é  un p i c  p r i n c i p a l  c o r r e s p o n d a n t  à u n e  d e n s i t é  

d e  1.704 g/crn3 e t  un p i c  s a t e l l i t e  c o r r e s p o n d a n t  à une  d e n s i t é  d e  

1,690 g/cm3. Une a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y t i q u e  a  c o n f i r m é  c e s  

r é s u l t a t s  ( f i g u r e  310  , p. 81 1 .  La p l a n i m é t r i e  mon t r e  q u e  l e  ONA 

s a t e l l i t e  r e p r é s e n t e  e n v i r o n  1 5  % d u  DNA c e l l u l a i r e  t o t a l .  Mais s i  nous  

c a l c u l o n s  l e  p o u r c e n t a g e  à p a r t i r  d e  l a  f i g u r e  318  [p .  81 1, nous  a r r i -  

v o n s  à une  v a l e u r  d e  35  % e n v i r o n ,  ce q u i  i n d i q u e  q u e  l e s  d e u x  e s p è c e s  

m o l é c u l a i r e s  n ' o n t  p a s  les mêmes a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s .  

Les f r a c t i o n s  17-22 ,  c o r r e s p o n d a n t  au  s e c o n d  p i c  d ' a g a r o s e l f i g u r e  

31 A, p. 81 1. s o n t  composées  d e  m o l é c u l e s  ne  s é d i m e n t a n t  p a s  d a n s  l e  

g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  ( f i g u r e  31C , p .  81 1 .  

La q u a n t i t é  d e  DNA p a r  c e l l u l e  es t  e s t i m é e  à 0.20 x  IO-^ pg 

e n v i r o n .  

Nous o b t e n o n s  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e  ONA é l e v é e s  Dar 

i n c o r p o r a t i o n  d e  t h y n i d i n ~ ? - 6 - ~ ~  ou d ' a d é n i n e - ~ - ~ ~ ,  v a r i a n t  d e  1 à 1.3 x 106 

dpm/ug. L '  u r a c l ~ e - 6 - ~ ~  e s t  a s s e z  b i e n  i n c o r p o r é  é g a l e m e n t ,  p u i s q u e  n o u s  

o b t e n o n s  a v e c  c e  p r é c u r s e u r  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  q u i  s o n t  d e  l ' o r d r e  d e  

5 x 10' dpm/pg. 
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Fig. 31A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d'un lysat de 0. danica. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 5 à 7 (Fig. 31B), et des fractions 17 à 22 (Fig. 31C). 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/crn3 1. 
Fig. 31 D : ultra centrifugation analytique en gradient de CsCi du DNA purifié d' O. danica en 

présence de DNA de phage 2C. 



La f i g u r e  32A ( p .  8 3  1 i l l u s t r e  les  r é s u l t a t s  d e  l a  chroma-  

t o g r a p h i e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d ' u n  e x t r a i t  c e l l u l a i r e  r a d i o a c t i f  p a r t i e l l e -  

ment p u r i f i é .  

Les  f r a c t i o n  6-8. c o r r e s p o n d a n t  a u  l e r  p i c  d ' a g a r o s e ,  o n t  é t é  

r a s s e m b l é e s  e t  a n a l y s é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1. L e s  r é -  

s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  d a n s  l a  f i g u r e  328  (p .  8 3  1 e t  o n  p e u t  v o i r  s u r  

l e  g r a p h i q u e  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  à l ' é q u i l i b r e  est 

d i s t r i b u é e  e n  d e u x  p i c s  : l ' u n ,  p r i n c i p a l ,  c o r r e s p o n d a n t  à u n e  d e n s i t é  

d e  1 .712 g/cm3 e t  l e  s e c o n d  à une d e n s i t é  d e  1 , 7 0 3  g/cm3. 

Le diagramme d e n s i t o m e t r i q u e  o b t e n u  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  a n a l y -  

t i q u e  m o n t r e  l e  même r é s u l t a t  ( f i g u r e  320 . p. 8 3  1 : un p i c  p r i n c i p a l  

d e  d e n s i t é  é g a l e  à 1 . 7 1 2  g/cm3 e t  un p e t i t  p i c  s a t e l l i t e  c o r r e s p o n d a n t  

à u n e  d e n s i t é  a p p r o x i m a t i v e  d e  1 . 7 0 3  g/crn3. 

Le p i c  s a t e l l i t e ,  p a r  e s t i m a t i o n  à p a r t i r  du  t r a c é  d e  l a  d e n s i t é  

o p t i q u e ,  n e  r e p r é s e n t e  q u e  3  % du DNA t o t a l ,  t a n d i s  que  s i  l ' e s t i m a t i o n  e s t  

f a i t e  à p a r t i r  d e s  c o u r b e s  d e  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  ( f i g u r e  3 2 8 ,  

p. 8 3  1 ,  l e  p i c  s a t e l l i t e  r e p r é s e n t e  à peu p r è s  3 0  % du DNA t o t a l .  Les 

deux e s p è c e s  d e  m o l é c u l e s  o n t  donc  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  t r è s  d i f f é -  

r e n t e s  c e  q u i  l a i sse  s u p p o s e r  q u e  l e u r s  v i t e s s e s  d e  s y n t h è s e  s o n t  a u s s i  t r è s  

a i f f  é r e n t e s .  

L ' a n a l y s e  d e s  f r a c t i o n s  19-22 du s e c o n d  p i c  d ' a g a r o s e  ( f i g u r e  32A,  

p. a 3  1 m o n t r e  q u e  l e  m a t é r i e l ,  c o n t e n u  d a n s  c e s  f r a c t i o n s .  ne s é d i m e n t e  

p a s  en  g r a d i e n t  d e  d e n s i t é  [ f i g u r e  32C , p .  8 3  1 .  
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Fig. 32 

Fig. 3 TA : filtration moléculaire sur gel d'agarose d'un lysat de P. helverica 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 à 8 (fig. 32B), et des fractions 19 à 22 (fig. 320. 
Réfërences de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de M. lysodeikticus (1,730 g/cm ) 
DNA de B. subrilis (1,703 c~/cm~ ) , DNA de CI. perfringens ( 1.691 g/cm3 ) 
Fig. 32D : ultra centrifugation analytique en gradient de CsCl du DNA purifié de P. helverica en 
présence de DNA de phage 2C 



La q u a n t i t é  d e  DNA p a r  c e l l u l e  e s t  e s t i m é e  à e n v i r o n  

0.25 x pg.  

Les  essais d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s  m o n t r e n t  

q u e  c ' e s t  l ' a d é n i r 1 e - 2 - ~ ~  q u i  est l a  mieux i n c o r p o r é e  e t  nous  o b t e n o n s  a v e c  

c e  p r é c u r s e u r  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d e  l ' o r d r e  d e  1 , 4  x 106 dpm/pg. 

Avec l ' ~ r a c i l e - 6 - ~ ~ .  nous o b t e n o n s  d e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  moins é l e v é e s  

é g a l e s  à e n v i r o n  3 x 1 0 ~ d ~ r n / p ~ .  L ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l a  t h y m i d i n e - 6 - 3 ~  e s t  

très f a i b l e ,  l e s  a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  d u  DNA é t a n t  é g a l e s  à 2000 dpm/ug. 

En u t i l i s a n t  l e  p r o c é d é  d ' e x t r a c t i o n  a v e c  l e q u e l  nous o b s e r v i o n s  

les c o n t a m i n a n t s  d e  t y p e  p o l y s a c c h a r i d e s  c h e z  A. niduzans, nous  a v o n s  

t r o u v é  un c o n t a m i n a n t  c h e z  P. heZvetica s é d i m e n t a n t  en  g r a d i e n t  d e  CsCl  à 

u n e  d e n s i t é  é g a l e  à 1 , 7 2 8  g/cm3, n '  i n c o r p o r a n t  p a s  les p r é c u r s e u r s  normaux 

d e s  a c i d e s  d é s o x y r i b o n u c l é i q u e s .  

Les  r é s u l t a t s  d e  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d ' u n  e x t r a i t  

c e l l u l a i r e  r a d i o a c t i f  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e 3 3 A  ( p .  8 5  1. 

Les  f r a c t i o n s  8  à 11 o n t  é t é  r a s s e m b l é e s  e t  a n a l y s é e s  p a r  c e n t r i -  

f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1 ; les  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  la  f i g u r e 3 3 8  

( p .  85 1. L ' a b s o r p t i o n  d a n s  l ' U . V .  e t  l a  r a d i o a c t i v i t é  s o n t  d i s t r i b u é e s  

en  deux p i c s  : l e  p i c  p r i n c i p a l  s é d i m e n t a n t  à une d e n s i t é  é g a l e  à 

1 , 7 1 6  g/cm3, e t  un p i c  s a t e l l i t e  ç é d i m e n t a n t  à une  d e n s i t é  é g a l e  à 

1 , 6 9 4  g icm3 [ f i g u r e  338 , p. 85 1. A f i n  d e  p o u v o i r  e s t i m e r  p l u s  a i s é m e n t  

p a r  p l a n i m é t r i e  l e  p o u r c e n t a g e  r e p r é s e n t é  p a r  l e  DNA s a t e l l i t e ,  n o u s  avons  

c e n t r i f u g é  l e  DNA d a n s  un r o t o r  à a n g l e  f i x e  q u i  pe rme t  u n e  m e i l l e u r e  sé- 

p a r a t i o n  l e s  e s p è c e s  m o l é c u l a i r e s  ( f i g u r e  330, p. 85  1. Le DNA s â t s l l i t e  
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Fig. 33A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d'un lysat de P. cruenrum. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 8 à 11 (fig. 338) et des fractions 19 à 22 (fig. 33CI. 
Références de densité : DNA de phage 2C ( 1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 
Fig. 33D : centrifugation en gradient de CsCl du DNA purifié de P. cmenrum 



r e p r é s e n t e  e n v i r o n  25 % du DNA t o t a l .  L ' a n a l y s e  montre  également  q u e  l e s  

deux e s p è c e s  m o l é c u l a i r e s  d e  DNA o n t  à peu p r è s  l a  même r a d i o a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e .  

L ' a n a l y s e  du second p i c  d ' a g a r o s e ,  f r a c t i o n s  19- 22 ( f i g u r e  33A , 

p. 85 1 ,  d o n t  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  33C ( p . 8 5  1,  

montre  que c e s  f r a c t i o n s  ne  c o n t i e n n e n t  p a s  d e  m a t é r i e l  q u i  s é d i m e n t e  en 

g r a d i e n t  d e  C s C l .  

La q u a n t i t é  d e  DNA p a r  c e l l u l e  a  é t é  e s t i m é e  à O , ?  x  IO-^ ug. 

Lors  d e s  e s s a i s  d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s .  l ' a c -  

t i v i t é  s p é c i f i q u e  l a  p l u s  é l e v é e  - 2 x l a 5  dpm/ug a  é t é  o b t e n u e  en u t i l i s a n t  

1 ' a d é n i n e - ~ - ~ H .  Avec 1 ' ~ r a c i l e - 6 - ~ ~  ou l a  t h y m i d i n e - 6 - 3 ~ ,  l e s  a c t i v i t é s  

s p é c i f i q u e s  o b t e n u e s  s o n t  beaucoup p l u s  f a i b l e s ,  en moyenne d e  

10 000 dpm/ug. 

F., Scenedesmus ob liquus 

Les r é s u l t a t s  d e  l a  ch romatograph ie  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d ' u n  

e x t r a i t  c e l l u l a i r e  r a d i o a c t i f  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  

l a  f i g u r e  34A ( p .  87 1 .  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  f r a c t i o n s  6  à 8 / l e r  p i c )  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de C s C 1 ,  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  348 ( p . 8 7  1 ,  

mont ren t  l ' e x i s t e n c e  d ' u n  s e u l  p i c  e t  en a b s o r p t i o n  U.V. e t  en r a d i o a c -  

t i v i t é .  c o r r e s p o n d a n t  à d e s  molécu les  d e  d e n s i t é  é g a l e  à ? , 7 1 2  g/cm3. 

SSYNANK e t  a l .  (19751 a n t  t r o u v é ,  en  a n e l y s a n t  l e  3 N A  e x t r a i t  

d ' u n e  souche d e  S. obliquus 03 p rovenan t  d e  l a  col1ec: t ion d ' a l g u e s  d e  



M. des tractions No dos f ract lons 

Fig. 34 

Fig. 34A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d'un lysat de S. obliquus. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 à 8 (fig. 3481. 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3 1. 



G o t t i n g e n ,  o u t r e  l e  p i c  c o r r e s p o n d a n t  à une d e n s i t é  de  1 , 7 1  g/cm3, un n e t  

épaulement c o r r e s p o n d a n t  à une d e n s i t é  d e  1 , 6 9  g/cm3. Nous avons à p l u s i e u r s  

r e p r i s e s  c e n t r i f u g é  du DNA e x t r a i t  d e  S. obliquus [No. 27E/3a, CCAP, 

Cambridge, A n g l e t e r r e )  dans  un r o t o r  à a n g l e  f i x e  e t  nous n 'avons  j a m a i s  i 
o b s e r v é  un t e l  épaulement .  Nous avons cependan t  n o t é  un c e r t a i n  é t i r e m e n t .  

en a b s o r p t i o n  U . V .  e t  en  r a d i o a c t i v i t é ,  v e r s  l e s  d e n s i t é s  moins é l e v é e s .  

Nous avons  rassemblé  l e s  f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d a n t  à c e t t e  r é g i o n  ; l a  cen- 

t r i f u g a t i o n  d e  c e s  f r a c t i o n s  en  g r a d i e n t  d e  C s C 1  a  montré que l e s  molé- 

c u l e s  s é d i m e n t a i e n t  à une p o s i t i o n  c o r r e s p o n d a n t  à l a  d e n s i t é  de  1 . 7 1 2  g/cm3 

s e u l e .  

La q u a n t i t é  d e  DNA p a r  c e l l u l e  est e s t i m é e  à e n v i r o n  0 , 4  x pg. 

Les e s s a i s  d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  p r é c u r s e u r s  r a d i o a c t i f s  o n t  montré  

que  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  l a  p l u s  é l e v é e  é t a i t  o b t e n u e  a v e c  l ~ a d é n i n e - 2 - ~ ~ ,  

e n v i r o n  4 x IO' dprn/ug ; avec  l ' ~ r a c i l e - 6 - ~ ~ ,  nous ob tenons  d e s  a c t i v i t é s  

s p é c i f i q u e s  un peu p l u s  f a i b l e s .  é g a l e s  à 1 , 5  x IO' dpm/pg. La t h y m i d i n e - 6 - 3 ~  

e s t  beaucoup p l u s  f a i b l e m e n t  i n c o r p o r é e  p u i s q u e  nous ob tenons  d e s  a c t i v i t é s  

s p é c i f i q u e s  d e  l ' o r d r e  d e  15 000 dpm/ug. 



G . CONCLUSIONS 
1 .  En v u e  d ' u n e  e x t r a c t i o n  q u a n t i t a t i v e ,  l es  m é t h o d e s  d e  l y s e  o n t  é t é  

a d a p t é e s  e n  f o n c t i o n  d e s  particularités d e  c h a q u e  a l g u e .  Les  e x t r a i t s  

c e l l u l a i r e s  o b t e n u s  o n t  é t é  p u r i f i é s  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e .  

C e t t e  m é t h o d e  a v a i t  d é j &  é t é  u t i l i s é e  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  p o u r  aes 

m a t é r i a u x  d i f f é r e n t s  [LOEB e t  CHAUVEAU, 1 9 6 9  ; KADO e t  YIEN. 1 9 7 1  ; 

HEYN e t  a l . ,  1 9 7 4  : P. CHARLES, 1 9 7 5 1 ,  a i n s i  q u e  p o u r  u n e  a l g u e  u n i c e l -  

l u l a i r e  [LURQUIN e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  

2.  L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u V I 1 1  I p . 9 0  1. 

Nous voyons  q u e  l a  d e n s i t é  d e s  d i f f é r e n t s  DNA v a r i e  e n t r e  1 , 7 1 6  g / c m 3  

[P. cruentwnl e t  1 , 7 0 4  g/cm3 (0. danical, d e n s i t é  p r o c h e  d e  c e l l e  

d u  ONA d e s  o r g a n i s m e s  s u p é r i e u r s .  

3 .  Nous a v o n s  o b s e r v é  des.DNA s a t e l l i t e s  p o u r  4 e s p è c e s  ( E .  graci t is ,  

0. danica, P. helvetica e t  F. cruentwnl . 

4. En g é n é r a l ,  l a  t h y m i d i n e - 6 - 3 ~  es t  f a i b l e m e n t  i n c o r p o r é e  d a n s  l e  D N A ,  

s a u f  c h e z  0. danica. C e t t e  f a i b l e  i n c o r p o r a t i o n  es t  p r o b a b l e m e n t  l i é e  

à l ' a b s e n c e  d e  t h y m i d i n e  k i n a s e  comme cela  a é t é  m o n t r é  c h e z  A. nidulans 

p a r  RESTAINO e t  FRAMPTON ( 1 9 7 5 1 .  ~ ' a d é n i n e - 2 - ~ ~  o u  l ' ~ r a c i l e - 6 - ~ ~  s o n t  

m i e u x  i n c o r p o r é s ,  e t  il e s t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r d e s D N A  d o n t  l es  r a d f o -  

a c t i v i t é s  s p é c i f i q u e s  v a r i e n t  d e  1 x l o 5  à 4 x 106 dpm/ug. 

5 .  L e s  q u a n t i t é s  d e  DNA p a r  c e l l u l e ,  estimées s e l o n  n o t r e  m é t h o d e ,  s o n t  e n  

a c c o r d  a v e c  c e l l e s  c i t é e s  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e  e t  o b t e n u e s  p a r  d ' a u t r e s  

m é t h o d e s .  
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Remarquons  q u e  l e  c o n t e n u  e n  DNA d e s  a l g u e s  e u c a r y o t e s  e s t  d e  1 0  à 20  

f o i s ,  même 1 0 0  f o i s  ( E .  gracflisl p l u s  é l e v é  q u e  l e  c o n t e n u  e n  DNA d e  

l ' a l g u e  p r o c a r y o t e  A .  nidukns .  

6. P a r  u n e  c e r t a i n e  m é t h o d e  d e  l y s e  p l u s  d r a s t i q u e  d e s  c e l l u l e s  d 'A. niduians, 

n o u s  a v o n s  m i s  e n  é v i d e n c e  d e u x  e s p è c e s  m o l é c u l a i r e s  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  

q u i ,  s é d i m e n t a n t  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  d a n s  l a  r é g i o n  d e s  DNA. p e u v e n t  

s i m u l e r  d e s  DNA s a t e l l i t e s .  

Nous a v o n s  pu m o n t r e r  q u e  l ' u n e  d e  ces d e u x  e s p è c e s  m o l é c u l a i r e s  é t a i t  

c o m p o s é e  p r e s q u ' e x c l u s i v e m e n t  d e  g l u c o s e  e t  q u e  sa s t r u c t u r e  é t a i t  très 

p r o c h e  d e  c e l l e  d u  g l y c o g è n e .  

C e s  r é s u l t a t s  o n t  é t é  p u b l i é s  d a n s  P l a n t  S c i e n c e  L e t t e r s ,  2 ( 1 9 7 7 1 ,  35-44. 



I I I .  Prise e t  sort de DNA radioactif bactérien chez les algues 

A. Anacystis nidulans 

1. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION 

L o r s  d e s  e x p é r i e n c e s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  homologue d'A. nidulans 

p a r  t r a n s f e r t  d e  DNA exogène ,  l e s  a u t e u r s  o n t  u t i l i s é  comme m i l i e u  

d ' i n c u b a t i o n ,  s o i t  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  IHERDMAN. 1073a .  1973b ; 

ORKWISZEWSKI e t  KANEY, 19741,  s o i t  du tampon p h o s p h a t e  pH 7.5 ISHESTAKOV 

e t  KHYEN, 19701.  

Nous a v o n s  comparé les  r é s u l t a t s  d e  l ' a b s o r p t i o n  d e  DNA b a c t é r i e n  

p a r  les c e l l u l e s  d'A. n-iduZans e n s u s p e n s i o n s o i t  d a n s  du m i l i e u  d e  c u l t u r e  

CpH 8 ,01 ,  s o i t  d a n s  du tampon p h o s p h a t e  [pH 8,Ol c o n t e n a n t  du  D N A  t r i t i é  

d e  S. jyaua ( r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 106  dpm/ug, c o n c e n t r a t i o n  : 33 p g / m l ) .  

Les  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  p e n d a n t  2  h e u r e s  à 3 2  O C  a v e c  a g i t a t i o n  modérée  

e t  s o u s  l u m i è r e  (2500  l u x l .  La r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i t a b l e ,  é g a l e  à 

2  020 200 cpm l o r s q u e  l ' i n c u b a t i o n  a  l i e u  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e .  es t  

é g a l e  à 237 900 cpm l o r s q u ' e l l e  a l i e u  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  Dans les  

e x p é r i e n c e s  u l t é r i e u r e s ,  les i n c u b a t i o n s  a v e c  au  DNA exogène  homologue ou 
- 

h é t é r o l o g u e  o n t  t o u j o u r s  é t é  f a i t e s  d a n s  du  tampon p h o s p h a t e  pH 8,O. 

2. PRISE DE DNA BACTERIEN EN FONCTION DE LA CROISSANCE 

SHESTAKOV e t  KHYEN [19701 ,  é t u d i a n t  l e  phénomène d e  t r a n s f o r m a -  

t i ~ n  homologue d e  m u t a n t s  d'A. nidulans, o n t  o b s e r v é  qua  l e  maximum d e  

t r a n s f o r m a t i o n  s ' o b t e n a i t  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  d e  l a  c u l t u r e  

é t a i t  é g a l e  2 4 - 6 x l o 7  c e l l u l e s  p a r  m l .  ORKWISZEWSkI e t  KANE" (19741 



ont mis en évidence l a  présence d ' u n  p ic  de transformation, comparable à 

l a  phase de compétence d é c r i t e  chez ce r ta ines  bac té r ies  transformables, 

lorsque l a  concentration c e l l u l a i r e  e s t  égale à 4 - 8  x ?07 c e l l u l e s  par  m l .  

Nous avons é tudié  l a  p r i se  de DNA r ad ioac t i f  de M. Zlysodeikticus 

ATCC 4698 [ r ad ioac t i v i t é  spécif ique : 1 , s  x 106 dpm/ugl. en d i f f é r e n t s  

points  de l a  courbe de croissance.  Des a l iquotes  ont Bté prélevées à 

d i f f é r en t s  moments après  l e  début de l a  cul ture .  l e s  c e l l u l e s  ont é t é  cen- 

t r i fugées .  l e  surnageant a  é t é  éca r té  e t  remplacé par u n  volume de tampon 

phosphate [pH 8,OI contenant l e  DNA r ad ioac t i f  bactérien à l a  concentration 

de 30 i~g/ml. 

L'incubation a  é t é  poursuivie pendant '! heure à 32 O C  sous 

2500 l u x  avec une ag i t a t i on  modérée. Le matériel  a  ensuite é t é  t r a i t é  

comme indiqué dans l e  chap i t re  matériel  e t  méthodes (XII]. 

Les r é s u l t a t s ,  rassemblés dans l e  tableau I X  (p.941 ,sont i l l u s t r é s  

par l a  f i gu re  35 - tp.95 1. 

E n  portant en ordonnée l e s  valeurs de l a  r ad ioac t i v i t é  acido- 

insoluble  exprimée en cpm par un i té  de 0.0. e t  en abcisse  l e  temps écoulé 

depuis l e  début de cu l t u r e  exprimé en heure, on observe u n  p i c  q u i  s e  s i t u e  

à u n  moment où l a  concentration c e l l u l a i r e  de l a  cu l t u r e  e s t  égale à envi- 

ron 5,O x l o 7  c e l l u l e s  par m l .  Ce moment p ré fé ren t ie l  de p r i s e  de DNA bac- 

t é r i en  exogène pourrai tcorrespondre à l a  phase de compétence observée par 

ORKWISZEWSKI e t  K A N E Y  (19741. 

La figure36A (p .96 1 i l l u s t r e  l e s  r g su l t a t s  de l ' ana lyse  par 

cen t r i fuga t ion  en gradient  de C s C l  d u  milieu contenant l e  DNA r ad ioac t i f  





T e m p s  ( h e u r e s )  

Fig. 35 

Absorption de DNA 'H de M. lysodeikticus par les cellules d'A. nidulans en fonction de la 
croissance. 



Ne des f rac t ions  
No des f r a c t i o n s  

Fig. 36 

Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA H de M. lysodeikricus) 
avant ( A )  et après ( B )  incubation avec les cellules d'A. nidulans. 
RBférences de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3 1. 



a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  l e s  c e l l u l e s .  Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  du  s u r -  

n a g e a n t ,  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  d e s  c e l l u l e s  en  f i n  d ' i n c u b a t i o n  d e  l ' i c h a n -  

t i l l o n  c o r r e s p o n d a n t  a u  p o i n t  3 (5,O x l o 7  c e l l u l e s  p a r  m l ] ,  s o n t  i l l u s t r é s  

p a r  l a  f i g u r e  338 ( p .  95 1.  Les deux f i g u r e s  s o n t  t r è s  c o m p a r a b l e s  e t  i l  

semble  q u e  l e  DNA b a c t é r i e n  n e  s o i t  p a s  m o d i f i é  p e n d a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  

les  c e l l u l e s .  Des r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  é t é  o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  

d e s  s u r n a g e a n t 3  a c e l l u l a i r e  c o r r e s p o n d a n t  a u x  a u t r e s  p o i n t s  d e  l ' e x p é r i e n c e .  

Les  e x p é r i e n c e s  o n t  é t é  r é p é t é e s  p l u s i e u r s  f o i s  d a n s  d e s  mêmes 

c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  e t  d e s  r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  a y a n t  é t é  o b t e n u s .  

nous a v o n s  u t i l i s é .  p o u r  nos  e x p é r i e n c e s  u l t é r i e u r e s ,  d e s  c e l l u l e s  p r o v e -  

n a n t  d ' u n e  c u l t u r e  e n  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e  d o n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  

c e l l u l a i r e  é t a i t  v o i s i n e  d e  5  x l o 7  c e l l u l e s  p a r  m l .  

3 .  RECHERCHE DES CONDITIONS DE PRISE OPTIMALE 

a) Influence de  1 'agitation 

L ' i m p o r t a n c e  d e s  é c h a n g e s  g a z e u x  e n t r e  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  e t  

l e  m i l i e u  e x t é r i e u r  est  f o n c t i o n  d e  l a  f r é q u e n c e  d ' a g i t a t i o n .  Nous a v o n s  

comparé  l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a b s o r p t i o n  d e  DNA exogène  b a c t é r i e n  p a r  l e s  

c e l l u l e s  d'A. niduZans l o r s q u e  - c e l l e s - c i  s o n t  a g i t é e s  doucement  :60 a g i -  

t a t i o n s  p a r  min1 ou  f o r t e m e n t  (230  a g i t a t i o n s  p a r  m i n ] .  

Les c e l l u l e s  ( 6 . 2  x l o 7  c e l l u l e s  p a r  m l 1  o n t  é t é  i n c u o é e s  à 

32 O C  s o u s  25CO l u x  a v e c  30  pg/rnl d e  DNA d e  M. lysodeikticus ,ATCC 4 6 9 8  

[ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 1 , s  x 106 dpm/ug l .  

La r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  t o t a l e  l i é e  aux  c e l l u l e s  e s t  



é g a l e  à 1 0  300 000 cpm d a n s  l e  c a s  d ' u n e  a g i t a t i o n  douce ,  e l l e  est é g a l e  à 

9 970 000 cpm l o r s q u e  l ' a g i t a t i o n  e s t  v i g o u r e u s e .  Nous voyons  q u e  les r é -  

s u l t a t s  s o n t  i d e n t i q u e s  e t  p o u r  une  q u e s t i o n  d e  f a c i l i t é ,  l o r s  d e s  e x p é r i e n c e s  

u l t é r i e u r e s .  les i n c u b a t i o n s  e n  p r é s e n c e  d e  DNA r a d i o a c t i f  o n t  é t é  f a i t e s  

a v e c  u n e  a g i t a t i o n  d o u c e .  

b) Influence de la température 

D ' a p r è s  ORKWISZEWSKI e t  KANEY (19741,  la  t e m p é r a t u r e  à l a q u e l l e  

d e s  c e l l u l e s  s o n t  i n c u b é e s  d a n s  l e  m i l i e u  c o n t e n a n t  l e  DNA exogène ,  est 

c r i t i q u e  p o u r  l ' o b t e n t i o n  d e  t r a n s f o r m a n t s .  P o u r  c e s  a u t e u r s  l a  t e m p e r a -  

t u r e  o p t i m a l e  est d e  25 OC e t  i l s  n ' o n t  o b t e n u  a u c u n e  t r a n s f o r m a t i o n  l o r s q u e  

l ' i n c u b a t i o n  a l i e u  à 40 OC ( d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e l  q u i  est l a  t e m p é r a t u r e  

o p t i m a l e  d e  c r o i s s a n c e  d e  l ' a l g u e .  

Cependan t ,  SHESTAKOV e t  KHYEN (19701 e t  HERDMAN [1973a ,  1973b3 

o n t  o b t e n u  d e s  c e l l u l e s  t r a n s f o r m é e s  e t  a v e c  u n e  f r é q u e n c e  c o m p a r a b l e ,  en  

t r a v a i l l a n t  r e s p e c t i v e m e n t  à 38 O C  ( d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e )  e t  à 34 OC 

[ d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e l .  

Nous a v o n s  é t u d i é  l ' e f f e t  é v e n t u e l  d e  l a  t e m p é r a t u r e  s u r  l ' a b -  

s o r p t i o n  d e  DNA d e  S. fkva ATCC 540 ( r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 

8 x l o 5  dpm/ug, c o n c e n t r a t i o n  : 3 0  ug/ml l  p a r  l e s  c e l l u l e s  d ' A . n i d u 2 a n s  

( c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  : 4.9 x IO' c e l l u l e s  p a r  m l ] .  

Les r é s u l t a t s  m o n t r e n t  que  l a  q u a n t i t é  d e  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o -  

i n s o l u b l e  l i é e  aux  c e l l u l e s  e s t  p r a t i q u e m e n t  i d e n t i q u e  a u x  d i f f é r e n t e s  

t e m p é r a t u r e s  é t u d i é e s  ( d e  20 O C  à 42 'Cl. 



Nous a v o n s  a n a l y s é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  les  

s u r n a g e a n t s  a c e l l u l a i r e s  a p r è s  i n c u b a t i o n  a v e c  les  c e l l u l e s .  Les r é s u l -  

t a t s  o n t  é t é  c o m p a r é s  à c e u x  o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d a n s  l es  mêmes 

c o n d i t i o n s  d u  m i l i e u  a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les  c e l l u l e s .  L e s  d é v i a t i o n s  

s t a n d a r d s  d e s  d i s t r i b u t i o n s  é t a i e n t  i d e n t i q u e s  e t  m o n t r a i e n t  q u ' i l  n ' y  

a v a i t  p a s  e u  d e  m o d i f i c a t i o n  d u  DNA b a c t é r i e n  q u e l l e  q u e  s o i t  l a  t e m p é r a -  

t u r e  à l a q u e l l e  les i n c u b a t i o n s  a v a i e n t  e u  l i e u .  

Nous a v o n s  c u l t i v é  les a l g u e s  à l a  t e m p é r a t u r e  d e  32 OC (ASATO 

e t  FOLSOME, 1 9 7 0 1 ,  e t  l e s  i n c u b a t i o n s  a v e c  l e  DNA e x o g è n e  o n t  é té  f a i t e s  

à l a  même t e m p é r a t u r e .  

c) Influence de la durée d'incubation 

. SHESTAKOV e t  KHYEN ( 1 9 7 0 1  o n t  o b t e n u  les p r e m i e r s  t r a n s f o r -  

m a n t s  a p r è s  30 m i n  d ' i n c u b a t i o n  d e s  c e l l u l e s  a v e c  l e  ONA homologue ,  e t  d a n s  

l e u r s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  l a  f r é q u e n c e  d e  t r a n s f o r m a t i o n  la p l u s  

é l e v é e  est  o b t e n u e  l o r s q u e  les c e l l u l e s  s o n t  i n c u b é e s  p e n d a n t  5 h  a v e c  l e  

DNA d o n n e u r .  

HERDMAN [ 1 9 7 3 a ,  1 9 7 3 b 1  i n c u b e  p e n d a n t  b e a u c o u p  p l u s  l o n g t e m p s ,  

1 4  h ,  mais i l  u t i l i s e  u n e  c o n c e n t r a t i o n  e n  DNA e x o g è n e  b e a u c o u p  p l u s  f a i b l e ,  

é g a l e  à 0.1 p g  p a r  m l ,  a l o r s  q u e  les  a u t r e s  a u t e u r s  u t i l i s e n t  u n e  c o n c e n -  

t r a t i o n  é g a l e  à e n v i r o n  2 0  - 4 0  ug/ml.  

Nous a v o n s  é t u d i é  l a  p r i s e  d e  ENA d e  M. lysodeikticus ATCC 4698 

i c o n c e n t r a t i o n  : 30 u g / m l ,  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  :2 x 1 o6 dpm/vgl p a r  

les c e l l u l e s  d'A .  nidulans ( c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  : 6 , û  x IO' c e l l u l e s  

p a r  m l !  e n  f o n c t i o n  d e  l a  d u r é e  d ' i n c u b a t i o n .  



L e s  r é s u l t a t s  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X ( p .  1011  e t  i l l u s t r é s  

p a r  la  f i g u r e  37A p. 102 . 

Nous v o y o n s  q u e  l e s  v a l e u r s  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  

les  p l u s  é l e v é e s  s o n t  o b s e r v é e s  a u x  t e m p s  d ' i n c u b a t i o n  les p l u s  c o u r t s .  

3 0  e t  60 min. 

En f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  les s u r n a g e a n t s  a c e l l u l a i r e s  o n t  é t é  a n a l y s é s  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1. L e s  r g s u l t a t s  o b t e n u s  o n t  é t é  

c o m p a r é s  à c e u x  o b s e r v é s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d u  m i l i e u  r a d i o a c t i f  a v a n t  l ' i n -  

c u b a t i o n  a v e c  les c e l l u l e s .  L e s  d i a g r a m m e s  s o n t  i d e n t i q u e s  e t  les  écar ts  

s t a n d a r d s  d e s  d i s t r i b u t i o n s  s o n t  c o m p a r a b l e s .  Les v a l e u r s  d u  b r u i t  d e  f o n d  

s o n t  n o r m a l e s  e t  s e m b l e n t  i n d i q u e r  q u ' i l  n ' y  a i t  p a s  e u  d e  d é g r a d a t i o n  d u  

DNA b a c t é r i e n  d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  même q u a n d  l ' i n c u b a t i o n  a  é t é  

p r o l o n g é e  p e n d a n t  p l u s i e u r s  h e u r e s .  

d) Influence de la concentration en DNA bactérien dans le milieu d'uncubation 

P o u r  ce t te  é t u d e .  n o u s  a v o n s  i n c u b é  p e n d a n t  45 min  d e s  c e l l u l e s  

d'A. nidu'lans p r o v e n a n t  d ' u n e  c u l t u r e  e n  p h a s e  d e  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e  

d o n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  é t a i t  é g a l e  à 6.5  x IO' c e l l u l e s / m l ,  

d a n s  d u  t a m p o n  p h o s p h a t e  [pH 8.01 c o n t e n a n t  d u  DNA t r i t i é  d e  S. fzava 

( r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 8 x 1 0 5  dpm/ugl  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  d i f f é r e n -  

tes  ( d e  0 .33 ug/ml à 70 u g / m l I .  

En f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l e s  c e l l u l e s  o n t  é t é  t r a i t é e s  e t  l e s  ré-  

s u l t a t s  d e s  a n a l y s e s  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X I  ( p . 1 0 1 1  e t  s o n t  i l l u s t r é s  

p a r  l a  f i g u r e  378 ( p . 1 0 2  1 .  





T e m p s  ( h e u r e s )  

B 

A 

E 
Q 
U 
Y 

* 4 10.000~ - 
> - 
œ 
U 
a 
O - 
O 
(II 

a 
5.00 O 

1 
O ! l l I l 1 I I 

O 20 40 60 l :j\:? 
~ 4 l i E  

Concent ra t ion  en D N A  ( y g  / m l )  \3 
Fig. 37 
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bactérien dans le milieu d'incubation (6) .  



103.  

Les v a l e u r s  l e s  p l u s  é l e v é e s  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  

e x t r a i t e  d e s  c e l l u l e s  s o n t  a t t e i n t e s  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  en DNA bac-  

t é r i e n  d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  e s t v o i s i n e  d e  40 à 50 pg/ml. 

4 .  E S S A I S  DE TRANSFORMATIONS INDUITES PAR DU DNA HOMOLOGUE OU HETEROLOGUE 

P o u r  c e s  e s s a i s ,  nous avons  u t i l i s é  l a  s o u c h e  I U  625/1172 auxo- 

t r o p h e  pour  l a  mé th ion ine ,  d o n t  l a  c r o i s s a n c e  t a n t  en  m i l i e u  l i q u i d e  que  

s u r  m i l i e u  s o l i d e  e s t  normale,  e t  d o n t  l e  p o u r c e n t a g e  d e  r é v e r s i o n  e s t  

f a i b l e  ~ 0 . 0 0 0 1 1 .  

Nous avons  u t i l i s é  s o i t  du DNA d'A. nidulans I U  625, s o i t  d u  

ONA d e  M. lysodeikticus ATCC 4698. 

Les c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  s o n t  c e l l e s  d é c r i t e s  d a n s  l e  c h a p i t r e  . 

matériel e t  méthodes (XII e t  peuvent  ê t re  résumées comme s u i t  : d e s  a l i -  

q u o t e s  d ' u n e  c u l t u r e  en phase  e x p o n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e  d o n t  l a  c o n c e n t r a -  

t i o n  c e l l u l a i r e  e s t  é g a l e  à 5 , 2  x IO' c e l l u l e s / m l  s o n t  c e n t r i f u g é e s ,  l e  

s u r n a g e a n t  e s t  é c a r t é  e t  e s t  r emplacé  p a r  u n  volume é g a l  d e  tampon p h o s p h a t e  

[pH 8 , 0 1  c o n t e n a n t  s o i t  du DNA- d'A. niduZans, soit du ONA d e  M. Zysodeikticus 



104. 

Les r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  r a s s e m b l é s  a a n s  l e  t a b l e a u  XII ( p .  1051. 

Pour  l a  t r a n s f o r m a t i o n  homologue. nous ob tenons  un p o u r c e n t a g e  a s s e z  

é l e v é ,  comparable  à ceux  o b t e n u s  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  pour  la c o r r e c t i o ~  

d ' a u t r e s  marqueurs  l~ERDRAN.1973a.1973b ; ORWISZEWSKI e t  kANEY.19741. P a r  c o n t r e  

a p r è s  t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  p a r  l e  DNA d e  M. Zysodeikt icus.  l e s  p o u r t e n r a g e s  

d e  t r a n s f o r m a t i o n  ne s o n t  pas  significativemsntdifférentsde ceux d e  r é v a r s i o n .  

5. ETUDE BIOCHIMIQUE DE L'ABSORPTION DE DNA EXOGENE I 
Nos p remie rs  e s s a i s  a v a i e n t  montré  qu ' une q u a n t i t é  i m p o r t a n t e  

d e  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i t a b l e  ( t a b l e a u  I X ,  p.971 p o u v a i t  ê t r e  e x t r a i t e  
l 

l 
d e s  c e l l u l e s  a p r 8 s  i n c u b a t i o n  d e  c e l l e s - c i  a v e c  du DNA t r i t i é  du M. Zÿsodeikt icus.  l 

l 
D ' a u t r e  p a r t ,  l e s  e s s a i s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  i n d u i t e  p a r  c e  DNA 

b a c t é r i e n  é t a n t  n é g a t i f s ,  i l  é t a i t  i m p o r t a n t  d ' é t u d i e r  l a  n a t u r e  d e s  molé- 

c u l e s  r a d i o a c t i v e s  p r é s e n t e s  d a n s  l e s  c e l l u l e s  en  f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  

l e  DNA r a d i o a c t i f .  

Nous avons r é p é t é  l e s  e x p é r i e n c e s  d ' e s s a i s  d e  t r a n s f o r m a t i o n ,  





l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s  du m i l i e u  a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  

a v e c  l e s  c e l l u l e s .  

Les  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  les f i g u r e s  38A e t  388 ( p .  107 1 

r e s p e c t i v e m e n t .  On p e u t  v o i r  q u e  l e s  d i s t r i b u t i o n s  s o n t  très s e m b l a b l e s .  

ce q u i  s e m b l e  i n d i q u e r  q u e  l e  DNA n ' a  p a s  é t é  m o d i f i é  ou très peu p e n d a n t  

l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les c e l l u l e s .  

2.  A n a l y s e  du  DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  

La f i g u r e  39A [p .  108  1 i l l u s t r e  les  r é s u l t a t s  d e  l a  f i l t r a t i o n  

m o l é c u l a i r e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d u  l y s a t  c e l l u l a i r e .  On o b s e r v e  d e u x  p i c s  

en  r a d i o a c t i v i t é .  





No des.  f r a c t i o n s  

B 



1 0 9 .  

CsCl d e s  f r a c t i o n s  1 3  à 1 8 ,  c o r r e s p o n d a n t  a u  s econd  p i c  d e  l a  f i g u r e  39A 

(p .  108  1.  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  39C ( p .  1081.  On v o i t  q u e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  est p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  

ne  s é d i m e n t e n t  p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

b) Cellules traitées par du DNA 3~ de M. lysodeik t icus  

1 .  A n a l y s e  d u  s u r n a g e a n t  a c e l l u l a i r e  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  

Le s u r n a g e a n t  a c e l l u l a i r e  a é t é  a n a l y s é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  

g r a d i e n t  d e  CsC1 e t  les r é s u l t a t s  o n t  é t é  comparés  à c e u x  o b t e n u s  l o r s  d e  

l ' a n a l y s e  du  m i l i e u  a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  l e s  c e l l u l e s .  L e s  r é s u l t a t s  

s o n t  i l l u s t r é s  p a r  les f i g u r e s  40A e t  408  ( p .  1 1 0  1 r e s p e c t i v e m e n t .  

Les  d e u x  d i s t r i b u t i o n s  s o n t c o m p a r a b l e s  e t  il s e m b l e  q u e  l e  DNA b a c t é r i e n  

s o i t  peu ou p a s  m o d i f i é  pendant ,  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les c e l l u l e s .  

2. A n a l y s e  d u  DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  

Les r é s u l t a t s  d e  l a  f i l t r a t i o n  s u r  c o l o n n e  d e  S e p h a r o s e  4  B du 

l y s a t  c e l l u l a i r e  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  41A 

( p .  111  1. On o b s e r v e  deux p i c s  r a d i o a c t i f s .  

La f i g u r e  4 q ~ ( p .  1111 i l l u s t r e  les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  

u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  d e s  f r a c t i o n s  5 à 7,  c o r r e s p o n d a n t  
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Fig. 41A : filtration moléculaire sur gel d'agarose d'un lysat de cellules ci' A. nidulans, après incubation 
avec du DN A H de M. lysodeikticus. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 5 à 7 (fig. 418) et des fractions 1 1 à 16 (fig. 41C). 
Références de densite : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3 1. 



( p .  111 1. La r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  

m o l é c u l a i r e  q u i  n e  s é d i m e n t e n t  p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

c )  A n a l y s e  par thermo-chromatographie s u r  HAP après réassociation molé- 

culaire 

L ' a n a l y s e  d u  DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  

d u  DNA t r i t i é  d e  M. lysodeikticus mont re  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  

p a r  d e s  m o l é c u l e s  q u i ,  e n  g r a d i e n t  d e  C s C 1 .  o n t  u n e  d e n s i t é  é g a l e  o u  

v o i s i n e  d e  c e l l e  du DNA d e  l ' a l g u e  ( 1 , 7 1 4  g / c m 3 1 .  

Le DNA t o t a l  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  a  é t é  a n a l y s é  e n  vue d e  l a  

p r é s e n c e  é v e n t u e l l e  d e  s é q u e n c e s  d e  DNA b a c t é r i e n .  

Les  DNA s o n t  d é p o l y m é r i s é s  p a r  a c t i o n  d e s  u l t r a s o n s  p e n d a n t  

1 5  min d e  m a n i è r e  3 o b t e n i r  un  p o i d s  m o l é c u l a i r e  i n f é r i e u r  à 400 000 d a l t o n s .  

Le DNA r a d i o a c t i f  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  a  é t é  mé langé  à u n  e x c è s  

d e  ONA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. lysodeikticus d a n s  du  tampon T r i s  0,01 M 

(pH 7,41. d u  NaCl 0,4 M. d u  SOS O , ?  % e t  d e  l a  fo rmamide  5 0  %. Le m é l a n g e  

est  a s p i r é  d a n s  un c a p i l l a i r e  q u i  est e n s u i t e  s c e l l é  . 

A p r è s  d é n a t u r a t i o n  p a r  immers ion  d a n s  un b a i n - m a r i e  à 1 0 0  O C  



p h o s p h a t e  ( T P I  0.01 W d e  m a n i è r e  à o b t e n i r  une  c o n c e n t r a t i o n  en formamide  

i n f é r i e u r e  à 1 %. 

Les  é c h a n t i l l o n s  s o n t  c h a r g é s  s u r  c o l o n n e  d ' h y d r o x y l a p a t i t e  

(HAPI à 60 OC p r é a l a b l e m e n t  é q u i l i b r é e  p a r  d e s  l a v a g e s  s u c c e s s i f s  p a r  d u  

TP 0.01 M à 60 O C .  

La c o l o n n e  est l a v é e  t r o i s  f o i s  p a r  d u  tampon 0.01 M .  La r a -  

d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  ces é l u a t s  r e p r é s e n t e  l e  m a t é r i e l  non a d s o r b é .  

Le m a t é r i e l  s i m p l e  c h a î n e  e s t  e n s u i t e  é l u é  p a r  p a s s a g e  d e  TP 0 , 1 2  M. La 

r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  c e s  é c h a n t i l l o n s  r e p r é s e n t e  l e  m a t é r i e l  non 

r e n a t  u r é .  

La t e m p é r a t u r e  e s t  e n s u i t e  é l e v é e  p a r  i n c r é m e n t s  d e  5 O C .  Lors -  

q u e  l ' é q u i l i b r e  t h e r m i q u e  est o b t e n u ,  l e s  f r a c t i o n s  d é n a t u r é e s  s o n t  G l u é e s  

p a r  p a s s a g e  d e  TP 0 .12  M p o r t é  à l a  m ê m e  t e m p é r a t u r e .  

La r a d i o a c t i v i t é  d e s  d i f f é r e n t e s  f r a c t i o n s  est d é t e r m i n é e  p a r  

comptage  en  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  

Les  mêmes o p é r a t i o n s  o n t  é t é  c o n d u i t e s  e n  u t i l i s a n t  du DNA 

t r i t i é  d e  M. l y s o d e i k t i c u s  d é n a t u r é  e t  r é a s s o c i é  e n  p r é s e n c e  s o i t  d ' u n  

e x c è s  d e  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. l y s o d e i k t i c u s ' ,  s o i t  d ' u n  e x c è s  d e  DNA 

n o n - r a d i o a c t i f  d e  c e l l u l e s  d e  s o u r i s .  Les r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  

l es  f i g u r e s  42A. 428 e t  42C [p .  114) r e s p e c t i v e m e n t .  

On p e u t  v o i r  q u e .  d a n s  nos  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  e t  d a n s  

l ' e x p é r i e n c e  t émoin ,  o n  o b t i e n t  e n v i r o n  50 % d e  r é a s s o c i a t i o n .  L ' a n a l y s e  

p a r  t h e r m o - c h r o m a t o g r a p h i e  d u  DNA b i c a t é n a i r e  m o n t r e  ( f i g u r e  420 





l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  é l u é e  e n t r e  70 e t  100 OC, avec  une t e m p é r a t u r e  d e  

f u s i o n  é g a l e  à 85 OC. 

1 Dans l e  c a s  du DNA r a d i o a c t i f  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  d'A. niduzans,  

d é n a t u r é  en p r é s e n c é  d ' u n  e x c è s  d e  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. Zysodeikt icus,  

~ on o b s e r v e  q u ' e n v i r o n  90 % d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  é l u é e  p a r  l e  TP 0 , 1 2  N 

à 60 OC. La thermo-chromatographie  d e  l a  f r a c t i o n  a d s o r b é e  s u r  l a  c o l o n n e  

ne montre  pas  d e  p r o f i l  d ' é l u t i o n  c a r a c t é r i s t i q u e  d ' u n  DNA b i c a t é n a i r e  

( f i g u r e  42A, p. 1141.  

Une a l l u r e  i d e n t i q u e  e s t  o b s e r v é e  d a n s  l e  c a s  du DNA r a d i o a c t i f  

l d e  M. Zysodeikticus d é n a t u r é  e n  p r é s e n c e  d ' u n  e x c è s  d e  DNA d e  c e l l u l e s  d e  
~ 
1 s o u r i s  ( f i g u r e  42C , p. 1141.  

S i  d e s  séquences  d e  DNA b a c t é r i e n  r a d i o a c t i f  a v a i e n t  é t é  p r é -  

s e n t e s  d a n s  l e  DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s ,  e l l e s  a u r a i e n t  d û  se r é a s s o c i e r ,  

d a n s  nos  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  avec  l e  DNA b a c t é r i e n  n o n - r a d i o a c t i f  

p r é s e n t  en  e x c è s  e t  m o n t r e r  l o r s  d e  l a  thermo-chromatographie  un p r o f i l  

s e m b l a b l e  à c e l u i  o b s e r v é  l o r s  d e  l ' e x p é r i e n c e  c o n t r ô l e .  



6. CONCLUSIONS 

1. ' Nous a v o n s  é t u d i é  l ' a b s o r p t i o n  d e  DNA r a d i o a c t i f  d e  M. Zysodeikticus 

I p a r  les c e l l u l e s  d'A. nidukns p r é l e v é e s  à d i f f é r e n t s  moments d e  la  

c r o i s s a n c e ,  e t  nous  a v o n s  o b s e r v é  un moment p r é f é r e n t i e l  d e  p r i s e  

l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  d e  l a  c u l t u r e  e s t  é g a l e  à e n v i r o n  

1 5 x l a 7  c e l l u l e s  p a r  m l ,  e t  q u i  p o u r r a i t  c o r r e s p o n d r e  à l a  p h a s e  d e  

compé tence  s i g n a l é e  p a r  ORKWISZEWSKI e t  kANEY (19741. 

2. L ' é t u d e  d e  d i f f é r e n t s  p a r a m è t r e s  nous a  p e r m i s  d ' é t a b l i r  l e s  c o n d i -  

t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  d a n s  l e s q u e l l e s  l a  p r i s e  d e  ONA b a c t é r i e n  e x o g è n e  

est o p t i m i s é e .  Les c e l l u l e s  p r o v e n a n t  d ' u n e  c u l t u r e  e n  phase  exponen-  

t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e  d o n t  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  e s t  é g a l e  à 

5 x l a 7  c e l l u l e s / m l  (t 1 x 1071 s o n t  i n c u b é e s  p e n d a n t  45 m i n u t e s  à 

32 O C  (f 101 d a n s  d u  tampon p h o s p h a t e  (pH 8,Ol c o n t e n a n t  l e  ONA b a c t é -  

r i e n  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  40 ug/ml (2 103 s o u s  une  i n t e n s i t é  l u m i n e u s e  1 

d e  2500 l u x  e t  a v e c  une  a g i t a t i o n  l e n t e  (I 60 a g i t a t i o n s / m i n l .  

3 .  Nous a v o n s  f a i t  d e s  essais d e  t r a n s f o r m a t i o n  d ' u n  m u t a n t  d'A. nidulans, 

1172 a u x o t r o p h e  p o u r  l a  m é t h i o n i n e .  i n d u i t e  p a r  du  ONA homologue e t  l 
l 

h é t é r o l o g u e  (M. Zysodeikticusl. La f r é q u e n c e  d e  t r a n s f o r m a t i o n  homo- 

l o g u e  o b s e r v é e  10,2 % l  est c o m p a r a b l e  a cel les  s i g n a l é e s  p a r  d ' a u t r e s  

a u t e u r s  a v e c  d ' a u t r e s  m u t a n t s  d ' A .  nidulans. P a r  c o n t r e .  l a  f r é q u e n c e  

d e  t r a n s f o r m a t i o n  h é t é r o l o g u e  n ' e s t  p a s  d i f f é r e n t e  de c e l l e  d e  r é v e r s i o n .  1 
4. Des é t u d e s  b i o c h i m i q u e s ,  il s e m b l e  q u ' o n  p u i s s e  d i r e  a u e  : 

- l e  DNA b a c t é r i e n  n ' e s t  p a s  ou peu m o d i f i é  l o r s  d e  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  

l e s  c e l l u l e s .  E n  f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l e  DNA s é d i m e n t e  e n  g r a d i e n t  d e  



CsCl comme un DNA p o l y m é r i s é  e t  on n ' o b s e r v e  p a s  d e  m o l é c u l e s  d e  

f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  p o u r r a i e n t  p r o v e n i r  d e  l a  d é g r a d a t i o n  

du  DNA é t r a n g e r  ; 

- l e  DNA b a c t é r i e n  e s t  r a p i d e m e n t  d é g r a d é  à l ' i n t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s .  l 
La r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  les  c e l l u l e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  1 

l 

l e  DNA b a c t é r i e n  e s t  p o r t é e  s o i t  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  1 
é l e v é  q u i  o n t  en  g r a d i e n t  d e  CsCl u n e  d e n s i t é  é q u i v a l e n t e  à c e l l e  

du  DNA d e  l ' a l g u e ,  s o i t  p a r  d e s i n o l ~ c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

q u i  n e  s é d i r n e n t e n t  p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

Les  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  é l e v é  d o n t  l a  d e n s i t é  

e s t  é q u i v a l e n t e  à c e l l e  du DNA d e  l ' a l g u e ,  p o u r r a i e n t - e l l e s  ê t r e  

d e s  m o l é c u l e s  d e  M. Zysodeikticus " i n t é g r é e s "  d a n s  l e  génome d e  

1 ' a l g u e  ? 

L ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  ne  pe rme t  p a s  d e  l 
d o n n e r  une  r é p o n s e  d é f i n i t i v e .  En e f fe t ,  c e s  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  

o n t  u n e  d e n s i t é  v o i s i n e  d e  c e l l e  d e  l ' a l g u e  e t  on s a i t  q u ' e n  c e n t r i -  

f u g a t i o n  p r é p a r a t i v e ,  l ' e r r e u r  s u r  l ' e s t i m a t i o n  d e  l a  d e n s i t é  

e s t  d e  l ' o r d r e  d e  2 mg/ml. S a c h a n t  q u e  l a  d e n s i t é  d u  DNA d '  

A. niduZans est  é g a l e  à 1 , 7 1 4  g/cm3 e t  c e l l e  d u  DNA d e  M. Zysodeikticus i 
à 1 , 7 3 1  g/cm3, on p e u t  c a l c u l e r  q u e  pour  o b t e n i r  une  m o l é c u l e  I 
h y b r i d e  d o n t  l a  d e n s i t é  s e r a i t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t e  d e  c e l l e  l 





1 1 9 .  

I I  1. Prise e t  sort de DNA radioactif bactérien chez les algues 

B .  EugZena graci l is  

1. CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION AVEC LE DNA BACTERIEN 

Nous avons  comparé l a  p r i s e  d e  DNA r a d i o a c t i f  b a c t é r i e n  p a r  l e s  

c e l l u l e s  d 'E.  g m c i l i s  en  s u s p e n s i o n  d a n s  deux  m i l i e u x  d ' i n c u b a t i o n  d i f -  

f é r e n t s  : 

1. M i l i e u  d e  c u l t u r e  d e  CRAMER e t  MYERS (19521 s a n s  v i t a m i n e  81 n i  812  

2 .  Tampon p h o s p h a t e ,  pH : 7,O. 

Nous n ' a v o n s  p a s  a j o u t é  d e  v i t a m i n e s  a u  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  1 ,  

e n  nous b a s a n t  s u r  l e  f a i t  que  les m i l i e u x  d e  t r a n s f o r m a t i o n  u t i l i s é s  pou r  

l e s b a c t é r i e s  s o n t  e n  g é n é r a l  d e s  m i l i e u x  d e  s u r v i e ,  d a n s  l e s q u e l s  les 

b a c t é r i e s  n e  p e u v e n t  p a s  se m u l t i p l i e r .  

Nous a v o n s  u t i l i s é  un ONA t r i t i é  d e  M. lysodeikticus ATCC 4 6 9 8  

[ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 1 , 9  x 106 dpm/ugl ,  e t  l e s  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n -  

c u b é e s  p e n d a n t  1  h d a n s  l e  m i l i e u  r a d i o a c t i f  c o n t e n a n t  30  ug/ml d e  DNA 

b a c t é r i e n .  Après  t r a i t e m e n t  p a r  l a  DNase, l e  matériel a c i d o - i n s o l u b l e  e s t  

p r é c i p i t é  p a r  a d d i t i o n  d e  TCA f r o i d  e t  e s t  r é c u p é r é  s u r  f i l t r e .  

La r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i t a b l e ,  é g a l e  à 348 000 cpm l o r s q u e  

les  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  e s t  é g a l e  à 

1 245 000 cprn l o r s q u e  l ' i n c u b a t i o n  a  l i e u  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e .  

C ' e s t  donc  l e  tampon p h o s p h a t e  (pH : 7.01 q u i  a  é t é  u t i l i s é  pou r  



l e s  expériences u l té r ieures .  

2 .  P R I S E  DE DNA RADIOACTIF BACTERIEN EN FONCTION DE LA CROISSANCE 

Des aliquotes ont é t é  prélevées à di f fé ren ts  moments de l a  crois-  

sance e t  t r a i t é e s  comme indiqué dans l e  chapitre matériel e t  méthodes (XII). 

Nous avons u t i l i s é  du DNA radioact i f  de M. lysodeikticus I ra-  

d ioac t iv i té  spécifique : 1 , s  x 106 dpm/vgl, à l a  concentration f i n a l e  de 

Les r é su l t a t s  de l 'est imation de l a  rad ioac t iv i té  dans l e s  d i f -  

fé ren ts  échanti l lons sont rassemblés dans l e  tableaux111 ( p .  121 1, e t  sont 

i l l u s t r é s  par la  f igure  43 ( p .  1221. 

L'analyse de ces r é su l t a t s  montre que la  courbe de rad ioac t iv i té  

t o t a l e  acido-insoluble passe par un maximum approximativement au milieu de 

l a  phase exponentielle de croissance ( f i gu re  43 , p.  122 1 .  Lorsque les  

r é su l t a t s  sont exprimés en rad ioac t iv i té  acido-insoluble par ce l lu l e  [ou 

par unité de 0.0.1, l es  valeurs l e s  plus élevées sont observées lorsque 

l a  concentration c e l l u l a i r e  dans l a  f i o l e  de culture e s t  l a  p l u s  f a i b l e ,  l a  

courbe ayant tendance à dessiner un plateau au milieu de l a  phase exponenL 

t i e l l e  de croissance. 

Nous avons également analysé l e s  surnageants ace l lu la i res  après 

l a  période d'incubation dans l e  milieu rad ioac t i f .  Les r é su l t a t s  ont é t é  

comparé à ceux obtenu en analysant de l a  même façon l e  milieu radioact i f  

avant l ' incubation des ce l lu les .  



en quelques points de  l a  courbe de croissance 

P o i n t  d e  l a  c o u r b e  ( h e u r e s 1  

Nombre de  c e l l u l e s  p a r  m l  x 

R a d i o a c t i v i t é  d a n s  l e  s u r n a g e a n t  1 
i I 1 ! l 

R a d i o a c t i v i t é  dans  l e  s u r n a g e a n t  

a p r è s  i n c u b a t i o n  cpm t o t .  x 10'~ 

a p r è s  ONase cpm t o t  . x 10'~ 1 0,82 1 0.67 0.65 1 0.27 

1 

21 

2,11 

230,60 
i 1 229.70 230,OO 

I 

2 

9 8 

9,95 

206,iO 

3704 

I I l 

I 

R a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  dans  1 
l 

i l 

3 

165 

18,80 

R a d i o a c t i v i t é  a c i d o - s o l u b l e  d a n s  

R a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  

p a r  u n i t é  de  0 . 0 .  cpm/D.O. 

R a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  

p a r  c e l l u l e  cpm/ce l l .  . 

4 

309 

39.5 

l 

4332 

O, 730 

l e s  c e l l u l e s  cpm t o t a u x  

I 
l 

l e s  c e l l u l e s  cprn t o t a u x  1 2560 13178 / 4496 

i I l 
! I I 

3 \ j s  
L l L i f  O 

51 000 

O. 0373 

L 

V a l e u r  d e  l ' a b s o r p t i o n  à 258 nm 

d e  l a  f r a c t i o n  a c i d o - i n s o l u b l e  
i 1 0,155 n,ii5 0,700 

u n i t é  0.0. l 
l I 

7864 10 254 / 12 180 

6000 

0,0011 

i 

21 000 i 17 000 
0.0103 0,0065 





L e s  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  les  f i g u r e s  44A [ p .  1241 e t  448 [ p .  124 1. 

On p e u t  v o i r  q u e  l ' é c a r t  s t a n d a r d  d e  l a  c o u r b e  d e  d i s t r i b u t i o n  

d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  est i d e n t i q u e  d a n s  les d e u x  c a s .  Le d e g r é  d e  po lymé-  
1 

r i s a t i o n  des m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  n ' a  p a s  é t é  m o d i f i é  ( o u  très p e u l  l o r s  

de  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les c e l l u l e s .  ce q u i  l a i sse  s u p p o s e r  q u e  ces d e r n i è r e s  

n e  r e l â c h e n t  p a s  ( o u  p e u l  d e  n u c l é a s e s  d a n s  l e  m i l i e u  e x t é r i e u r .  

Des r é s u l t a t s  c o m p a r a b l e s  o n t  é t é  o b t e n u s  l o r s  d e  r é p é t i t i o n s  

d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  s e m b l a b l e s .  

3. SORT D'UN DNA RADIOACTIF BACTERIEN 

D e s  c u l t u r e s  s y n c h r o n e s  p e u v e n t  ê t re  o b t e n u e s  l o r s q u ' o n  c u l t i v e  

E. grac i z i s  à 21 O C  a v e c  a g i t a t i o n  e t  a v e c  a l t e r n a n c e  d e  p h a s e s  d e  l u m i è r e  

( 1 4  h l  e t  d ' o b s c u r i t é  [ IO h l  (EDMUNDS, 1965 e t  COOK, 19711. La s y n c h r o n i -  

s a t i o n  s ' o b t i e n t  d è s  l e  d é b u t  d e  l ' i n s t a l l a t i o n  du r é g i m e  l u m i è r e / o b s c u r i t é ,  

l o r s q u e  l e  nombre de  c e l l u l e s  p a r  m l  e s t  é g a l  à e n v i r o n  1 x l a 4  ou 1 x 10'. 

La p r i s e  d e  ONA t r i t i é  b a c t é r i e n  a  é t é  é t u d i é e  a v e c  d e s  c e l l u l e s  l l 
se t r o u v a n t  a u  r e p o s  e n  p h a s e  l u m i è r e  ( p o i n t  11 e t  a v e c  d e s  c e l l u l e s  e n  

1 

m u l t i p l i c a t i o n  e n  p h a s e  o b s c u r i t é  [ p o i n t  21 [ f i g u r e  45 , p .  125 1. 

L ' i n c u b a t i o n  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  d u  DNA r a d i a a c -  

tif d e  S. pava ATCC 540 ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 8 x l o s  dpm/ug ; c o n c e n t r a -  1 
t i o n  : 3 0  u g / m l l ,  a é t é  f a i t e  à l a  l u m i è r e  (4500 lux1 p o u r  l e  p o i n t  1 e t  à 

l ' o b s c u r i t é  p o u r  l e  p o i n t  2 ,  p e n d a n t  4 h e u r e s .  

La s u s p e n s i o n  a  e n s u i t e  é té  c e n t r i f u g é e  e t  les  c e l l u l e s  o n t  é t é  



N. d e s  f r a c t i o n s  N' des  f r a c t i o n s  

Fig. 44 

Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA H de M. lysodeiktiws) 
avant (BI et aprés (A) incubation avec les cellules d' E. grnilis. 
Réfdrences de densite : DNA de phage 2C (1,742 &m3 1, DNA de Cl. perfn'ngens (1,691 dcm3 1. 





lavées deux f o i s  par ag i t a t i on  avec d u  NaCl 0,14 M .  Une a l iquo te  a  é t é  

prélevée pour analyse (notée - A l  e t  l e  r e s t e  a  é t é  remis en suspension dans 

du milieu de cu l tu re  contenant du DNA de S. fZava ATCC 540 non-radioactif 

à l a  concentration de 30 ug/ml st  l a  cu l tu re  a  é t é  poursuivie pendant 

72 heures avec l e  régime lumière/obscurité déc r i t .  L'analyse [notée -81 

a  a l o r s  é t é  effectuée s u r  l e  l y sa t  c e l l u l a i r e  pu r i f i é .  

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

1. Analyse des surnageants 

Le milieu r ad ioac t i f .  après incubation des c e l l u l e s ,  correspondant 

au point  2-A,  a  é t é  analysé par centr i fugat ion en gradient  de C s C l  ( f i gu re  

46 , p. 127 1. La valeur de l ' é c a r t  standard de l a  d i s t r i bu t i on  de l a  

r ad ioac t i v i t é  e s t  normale e t  on n'observe pas en dehors du pic .  de radio-  

a c t i v i t é  spéci f ique supérieure au b ru i t  de fond normal. Les r é s u l t a t s  

obtenus avec l e  milieu d ' incubation correspondant au point 1-A sont iden- 

t iques .  

Le DNA r ad ioac t i f  bactér ien  n ' e s t  donc pas ou t r è s  peu modifié 

l o r s  de l ' incubat ion avec l e s  c e l l u l e s .  

2 .  Analyse de l a  r ad ioac t i v i t é  du lysa t  c e l l u l a i r e  pu r i f i é  

Au point 1-A (à la lumière). Le lysat  c e l l u l a i r e  e s t  pu r i f i é  par f i l t r a -  

t ion s u r  ge l  d'agarose e t  l a  f i gu re  47A ( p .  128 1 i i l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  

oatenus. 

Nous voyons q u ' i l  n ' y  a  pas de r ad ioac t i v i t é  dans l e s  f r a c t i ons  
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Fig. 46 

Analyse en gradient de CsCl du milieu radioactif (contenant du DNA H de S. flava) après 
mcubation avec les cellules d' E. gracitis. 
Référence de densité : DNA de Cl. perfringens (1,691 g/cm3 1. 
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Filtration molBculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules d' E. gracilis, après incubation avec du DNA 
3~ de S. flava, échantillon correspondant au point 1 de la Fig. 45(A), au point 2 de la Fig. 45(CI. 
Analyse en gradient de CsCl 
Fig. 478 : fractions 25 à 36 de la Fig. 47A 
Fig. 47D : fractions 30 à 40 de la Fig. 47C. 
RBférences de densité : DNA de phage 2C ( 1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 



10 à 15, contenant l e s  molécules polymérisées éluées au volume mort. Mais 

nous observons au niveau des f r a c t i ons  25 à 36, une r ad ioac t i v i t é  importante. 

Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  par centr i fugat ion en gradient  de 

C s C l  des molécules, contenues dans l e s  f r a c t i ons  25 à 36, sont  i l l u s t r é s  

par l a  f i gu re  478 ( p .  128 1 .  On peut voir  que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée 

par des molécules de t r è s  f a i b l e  poids moléculaire qui  ne sédimentent pas 

dans l e  gradient .  

Au point 2-A (à l'obscurité). Les r é s u l t a t s  de l a  pur i f i ca t ion ,  par f i l -  

t r a t i o n  moléculaire s u r  g e l  d'agarose, du lysat  c e l l u l a i r e  sont i l l u s t r é s  

par l a  f i g u r e  47C ( p .  128 1. 

Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  par centr i fugat ion en gradient  de 

C s C l  des molécules radioact ives  éluées dans l e s  f r a c t i ons  30 à 40, i l l u s t r é s  

par l a  f i gu re  470(p. 128 ),montrent que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par 

de p e t i t e s  molécules qui  ne sédimentent pas dans l e  gradient  de dens i t é .  

b )  Analyse des échantillons en fin de chasse (après 72 h de culture) 

1.  Analyse des surnageants 

Après 72 h de cu l t u r e ,  l e s  c e l l u l e s  ont é t é  centrifugées.  La 

f i gu re  48 [p.  130 1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  de l a  centr i fugat ion en gra-  

d ien t  de C s C 1  du surnageant correspondant au p o i n t  2 - 8 .  

On remarque que l e s  molécules radioact ives ,  de tres f a i b l e  poids 

moléculaire, ne sédimentent pas dans l e  gradient .  Par contre.  Le 3NA non-  

r a a ioac t i f  de 3. fzava a jou té  pour l a  chasse e s t  toujours polymérisé e t  



N* des f r a c t i o n s  

Fig. 48 

Analyse en gradient de CsCl du surnageant acellulaire provenant de l'échantillon des cellules 
dg E. graciis incubées dans du milieu contenant du DNA 3~ de S. flava, puis cultivées pendant 72 h dans 
du milieu contenant du DNA non-radioactif de S. flava. 
Référence de densité : DNA de Cl. perfringens ( 1,691 g/cm3 ) . 



n'a pas ou peu s u b i  de modifications ; il n ' y  a donc pas ou peu de nucléases 

dans l e  mil ieu après 72 h de cu l tu re .  

Pour l e  point 1-B, l e s  r é s u l t a t s  sont identiques.  

2. Analyse de l a  r ad ioac t i v i t é  d u  lysa t  c e l l u l a i r e  p u r i f i é  

Au point  1-B. La f i g u r e  49Alp. 132 1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  de l a  f i l -  

t r a t i o n  s u r  ge l  d'agarose du l y sa t  c e l l u l a i r e .  Seules l e s  molécules 

é luées  dans l e s  f r a c t i ons  15 à 20 sont radioact ives ,  e t  e l l e s  o n t  é t é  

analysées par centr i fugat ion en gradient  de C s C l  ( f i gu re  498 , p .  132 1 

On voi t  que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par des molécules de f a i b l e  

poids moléculaire qui ne sédirnentent pas dans l e  gradient .  

Au point  2-B. Les r é s u l t a t s  de l a  pur i f ica t ion s u r  g e l  d 'agarose du lysa t  

c e l l u l a i r e  sont i l l u s t r é s  par l a  f igure  49C (p.  132 1. On voi t  q u ' i l  y  

a  de l a  r ad ioac t i v i t é  dans l e s  f r a c t i ons  15 à 19. 

L'analyse des molécules. contenues dans ces  f r a c t i ons ,  par c en t r i -  

fugat ion en gradient  de C s C l  montre [ f i gu re  490 . p. 132 1 que l a  radio- 

a c t i v i t é  e s t  portée par d e  p e t i t e s  molécules q u i  ne sédimentent pas dans l e  

gradient .  



N* des I rac l lons 
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Fig. 49 

N* d e i  fractions 

No dos fractions 

Filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules d' E. gracilis, après incubation avec du DNA 
H de S. flava et puis culture pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif de S. flava, échantillons 

correspondant au point 1-B (A), au point 2-6 (Cl. 
Analyse en gradient de CsCl 
fig. 498 : fractions 15 à 20 de la fig. 49A *..($ 1 \ 1 1  . 
fig. 49D : fractions 15 à 19 de la fig. 49C ~ii. i i  

-- n .,.-.C 

Références de densité : DNA d' E. gracilis ( 1,708 g/cm3 1, DNA de CI. perfringens ( 1.691 g/cm3 1. 



4. CONCLUSIONS 

1. Nous n'avons pas observé de phase préférentielle de prise de DNA radio- 

actif de M. lysodeik t icus  par les cellules d'E. graciZis pendant la phase 

de croissance exponentielle. 

2. Il semble que, dans nos conditions expérimentales, avec des cultures 

synchrones et après incubation soit à la lumière, soit à l'obscurité, 

du DNA radioactif de S. flava ne soit pas trouvé à l'intérieur des cellules 

d ' E. graci l is.  



I I I .  Prise e t  sort de DNA radioactif bactérien chez les algues l 

Nous a v o n s  c o m p a r é  les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a b s o r p t i o n  

d e  ONA r a d i o a c t i f  b a c t é r i e n  p a r  l es  c e l l u l e s  d'O. danica. e n  s u s p e n s i o n  s o i t  

d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  [PH : 6.11, s o i t  d a n s  d u  t ampon  p h o s p h a t e  (pH : 6 , I l .  

L e s  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  a v e c  a g i t a t i o n  p e n d a n t  1  h e u r e  d a n s  

l ' u n  o u  l ' a u t r e  m i l i e u  c o n t e n a n t  d u  ONA t r i t i é  d e  S. frava ( c o n c e n t r a t i o n  : 

27 ug/ml ,  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 4 x l o s  dpm/pg l .  

L e s  c e l l u l e s  o n t  e n s u i t e  é t é  t r a i t é e s  comme d é c r i t  d a n s  l e  c h a p i t r e  

matér ie l  e t  m é t h o d e s ,  C X I ) .  La r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i t a b l e  e s t  é g a l e  

à 76 700  cpm l o r s q u e  les c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  a a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

t a n d i s  q u ' e l l e  e s t  égale à 1 9 1  440  cpm l o r s q u e  l ' i n c u b a t i o n  a  eu l i e u  d a n s  

l e  tampon  p h o s p h a t e .  

P o u r  les essais u l t é r i e u r s ,  l e s  c e l l u l e s  o n t  d o n c  t o u j o u r s  é t é  

i n c u b é e s  d a n s  d u  t ampon  p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  d u  DNA r a d i o a c t i f  b a c t é r i e n .  

2. PRISE DE DNA 3~ BACTERIEN EN FONCTION DE LA COURBE DE CROISSANCE 

A d i f f é r e n t s  moments  d e  l a  c r o i s s a n c e ,  d e s  a l i q u o r e s  d e  l a  c u l t u r e  

o n t  é t é  p r g l e v é e s  e t  l e s  c e l l u l e s  i n c u b é e s  p e n d a n t  4 h e u r e s  d a n s  l e  

tampon  p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  d u  DNA r a d i o a c t i f  d e  S. f lava [ c o n c ~ n t r a t i o n  : 

27 u g l r n l .  a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 4 x 10'  dpm / u g ) .  L e s  é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  



analysés comme déc r i t  dans l e  chap i t re  matériel  e t  méthodes, paragraphe XII. 

Les r é s u l t a t s  sont rassemblés dans l e  tableau XIV (p.136 1 e t  sont 

i l l u s t r é s  par l a  f i g u r e  50 ( p .  1371. 

Nous pouvons cons ta te r  [ f igure  5 0 .  p .  137 1 que l a  courbe des 

valeurs  de l a  r ad ioac t i v i t é  par uni té  de 0.0. (ou par c e l l u l e l  va r ie  inver-  

sément de l a  courbe du nombre de c e l l u l e s ,  e t  que l e s  valeurs  de l a  radio-  

a c t i v i t é  par c e l l u l e  ou par un i té  de 0.0. [cpm/D.O.l l e s  plus élevées sont 

observées au début de l a  phase logarithmique de croissance.  

Dans l e  tableau X I V  (p. 1361, deux valeurs  a t t i r e n t  pa r t i cu l i è r e -  

ment l ' a t t e n t i o n .  ce sont  c e l l e s  de l a  r ad ioac t i v i t é  acido-soluble présente  

dans l e s  c e l l u l e s  69 e t  93 heures après l e  début de l a  cu l tu re .  Ces deux 

valeurs  sont  significat ivement d i f f é r en t e s  de c e l l e s  observées pour l e s  

au t r e s  temps étudiés.  Par contre,  l e s  valeurs trouvées pour l a  r ad ioac t i v i t é  

acido-insoluble ne sont  pas significat ivement d i f fé ren tes  l e s  unes des 

au t r e s ,  ce qui  pourrai t  vouloir  d i r e  qu'aux temps 69 h e t  93 h, donc au début 

de l a  phase s t a t i onna i r e ,  il y au r a i t  une p r i s e  plus importante de ONA 

étranger par l e s  c e l l u l e s ,  mais que ce DNA s e r a i t  rapidement hydrolysé 

" i n  s i t u " .  

Les expériences ont é t é  répétées p lus ieurs  f o i s  dans des condi- 

t i ons  s imi la i res ,  e t  des r é s u l t a t s  analogues ont toujours é t é  obtenus. 

3 .  SORT DU DNA RADIOACTIF BACTERIEN 

Nous avons é tud ié  l e  s o r t  d ' u n  DNA r ad ioac t i f  exogène en t r o i s  

moments ae  l a  courbe de l a  phase logarithmique de croissance,  à des con- 
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T e m p s  (heures)  

Fig. 50 

Absorption de DNA 3~ de S. flava par les cellules de O. danica en fonction de la croissance. 



c e n t r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  é g a l e s  à 1 , 4 8  x l a 5  c e l l u l e s / m l ,  à 2 . 2  x 1 0 6  c e l l u l e s /  

m l ,  e t  à 4 .0  x l o b  c e l l u l e s / m l .  

L e s  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  p e n d a n t  4  h e u r e s  d a n s  d u  t a m p o n  

p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  d u  ONA d e  S. flava r a d i o a c t i f  ( c o n c e n t r a t i o n  : 47 ug/ml.  

r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 8  x l o 5 d p m  / u g ,  p o i d s  m o l é c u l a i r e  : 1 0  x 1 0 6  d a l -  

t o n s ] .  A p r è s  l a v a g e ,  u n e  a l i q u o t e  a  é t é  p r é l e v é e  ( n o t é e  A l  e t  l e s  c e l l u l e s  

o n t  é t é  remises e n  c u l t u r e  p e n d a n t  4 8  h d a n s  du m i l i e u  d e  c u l t u r e  c o n t e n a n t  

d u  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  S. Gava ( c o n c e n t r a t i o n  : 25 u g / m l l .  

A l a  f i n  d e  c e t t e  p é r i o d e  d e  c h a s s e ,  l ' a n a l y s e  [ n o t é e  81 a  é t é  

f a i t e  s u r  l e  DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  s u i v a n t  la m é t h o d e  d é c r i t e  d a n s  l e  

c h a p i t r e  matériel  e t  m é t h o d e s  ( V I ,  8. 2 1 .  

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

1 .  A n a l y s e  d e s  m i l i e u x  d ' i n c u b a t i 0 . n  

L e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1 

d ' u n e  a l i q u o t e  d u  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  c o r r e s p o n d a n t  a u  p o i n t  3 - A  s o n t  i l l u s t r é s  

d a n s  l a  f i g u r e  51  [p .  1391. 

On p e u t  v o i r  q u e  les  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  s é d i m e n t e n t  d a n s  l e  

g r a d i e n t  à u n e  p o s i t i o n  c o r r e s p o n d a n t  à c e l l e  d u  DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é .  La 

v a l e u r  d e  l a  d é v i a t i o n  s t a n d a r d  d e  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  m o n t r e  

q u ' I l  s ' a g i t  d e  m o l é c u l e s  p o l y m é r i s é e s .  En d e h o r s  d u  p i c ,  les  v a l e u r s  d e  

l a  r a d i o a c t i v i t é  s o n t  é g a l e s  à c e l l e s  d ' u n  b r u i t  d e  Fond n o r m a l .  

Les  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  é c h a n t i l l o n s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  

p o i n t s  1-A e t  2 - A  s o n t  i d e n t i q u e s .  



Fig. 51 
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Analyse en gradient de CsCl du milieu radioactif (contenant du DNA 3~ de S. flava) après incubation avec 
les cellules d' 0. danica. 
Référence de densite : DNA de Cl. perfringens (1,691 g/cm3 ). 

21:s 
LILLE O 



2 .  A n a l y s e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du l y s a t  c e l l u l a i r e  p u r i f i é  

Au point 2-A (2 .2  x 106 c e l l u l e s  p a r  m l ) .  Les  r é s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  

du l y s a t  d e s  c e l l u l e s  d '  O. danica p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  

s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  52A [ p .  1411. 

Les  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  CsC1 

d e s  f r a c t i o n s  24 à 32 s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e 5 2 B ( p . 1 4 1 ) .  Les m o l é c u l e s  

r a d i o a c t i v e s  f o r m e n t  un p i c  é q u i l i b r é  a u t o u r  d ' u n  mode d o n t  l a  p o s i t i o n  c o r r e s -  

pond à c e l l e  du DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é .  La d é v i a t i o n  s t a n d a r d  du p i c  d e  

d i s t r i b u t i o n  i n d i q u e  q u ' i l  s ' a g i t  d e  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  

Au point 3-A (4,99 x 106 c e l l u l e s  p a r  m l ] .  Les  r é s u l t a t s  d e  l a  f i l t r a t i o n  s u r  

g e l  d ' a g a r o s e  du l y s a t  c e l l u l a i r e  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  s o n t  i l l u s t r é s  

p a r  l a  f i g u r e  52C ( p .  1411. 

Les  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  f r a c t i o n s  28 à 33, c o r r e s p o n d a n t  

a u  p i c  r a d i o a c t i f ,  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  5 2 D ( p . Î 4 Î I .  Les m o l é c u l e s  

r a d i o a c t i v e s  s é d i m e n t e n t  d a n s  l e  g r a d i e n t  e t  se  d i s t r i b u e n t  a u t o u r  d ' u n  mode 

d o n t  l a  p o s i t i o n  c o r r e s p o n d  à c e l l e  d u  DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é .  La d é v i a t i o n  

s t a n d a r d  d u  p i c  d e  d i s t r i b u t i o n  i n d i q u e  q u ' i l  s ' a g i t  d e  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  

p o i d s  m o l é c u l a i r e .  

b) Analyse des échantillons en fin de chasse (après 48 h de culture) 

1. A n a l y s e  du  m i l i e u  d e  c u l t u r e  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  d e s  c e l l u l e s  

Les  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d ' u n e  a l i q u o t e  du  s u r n a g e a n t  a c e l l u -  

Ia i re ,  d e  l a  c u l t u r e  de  48 h c o r r e s p o n d a n t  au p o i n t  1-9. son t  iilustrss 

p a r  l a  f i g u r e  53 (p.:421. Les  r é s i i l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  s u r n a g e a n t s  c o r r e s -  

pondan t  aux  p o i n t s  2 -8  e t  3-6 s o n t  i d e n t i q u e s  à c e u x - c i .  
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Filtration moléculaire sur gel doagarose du lysat de cellules do 0. danica, après incubation avec du DNA ' H 
de S. flava, échantillons correspondant au point 2-A (A), au point 3-A (Cl. 

Analyse en gradient de CsCl 
fig. 528 : fractions 24 à 32 de la fig. 52A ai!s 
fig. 52D : fractions 28 à 33 de la fig. 52C ~ ~ i - i i .  

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 1, DNA de Cl. perfrngens ( 1,691 g/cm3 1. 
O 
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N* des f r a c t i o n s  

Fig. 53 

Analyse en gradient de CsCl du surnageant acellulaire provenant de l'échantillon des cellules d' 0. danica, 
incubées dans du milieu contenant du DNA H de S. flava puis cultivées pendant 48 h dans un milieu 
contenant du DNA non-radioactif de S. flava. 
Référence de densité : DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 



Nous o b s e r v o n s ,  à c ô t é  d e  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  d e  f a i b l e  p o i d s  

m o l . é c u l a i r e  q u i  n e  s é d i m e n t e n t  p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t  e n  fo rman t  un b r u i t  d e  

f o n d  i m p o r t a n t  d e  200 cpm e n v i r o n  s u r  t o u t  l e  g r a d i e n t ,  d ' a u t r e s  m o l é c u l e s  

q u i  s é d i m e n t e n t  à une  p o s i t i o n  c o r r e s p o n d a n t  à l a  d e n s i t é  d e  1 ,730 g/cm3, 

d e n s i t é  é g a l e  à c e l l e  d u  DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é .  La d é v i a t i o n  s t a n d a r d  d e  

l a  d i s t r i b u t i o n  i n d i q u e  q u ' i l  s ' a g i t  d e  m o l é c u l e s  d e  ONA d é p o l y m é r i s é .  

P a r  c o n t r e ,  l e  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  S. pava,  a j o u t é  a u  m i l i e u  

d e  c u l t u r e .  s é d i m e n t e  d a n s  l e  g r a d i e n t  e t  l a  d é t l i a t i a n  s t a n d a r d  d e  l a  d i s -  

t r i b u t i o n  d e s  m o l é c u l e s  a b s o r b a n t  en  U.V.  i n d i q u e  q u ' i l  s ' a g i t  d e  DNA po ly -  

mérisé. 

Ces o b s e r v a t i o n s  s u g g è r e n t  q u ' i l  n ' y  a  q u e  peu ou p a s  d e  n u c l é a s e s  

d a n s  l e  m i l i e u  e t  q u e  l a  d é p o l y m é r i s a t i o n  d u  ONA r a d i o a c t i f  a u r a i t  l i e u  à 

l ' i n t é r i e u r - d e s  c e l l u l e s . .  

2 .Ana lyse  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du  l y s a t  c e l l u l a i r e  p u r i f i é  

Au point 1-B. La c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  é t a i t  é g a l e  à 1 , 4 8  x l a 5  c e l l u l e s  

p a r  m l  a u  d é b u t  d e  l a  c u l t u r e  ; a p r è s  48 h ,  e l l e  é t a i t  é g a l e  à 7 , 8  x l o 5  

c e l l u l e s  p a r  m l .  c e  q u i  c o r r e s p o n d  à un peu p l u s  d e  2 g é n é r a t i o n s .  

La f i g u r e  54A[p.1441 i l l u s t r e  les  r é s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  

p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  du  l y s a t  c e l l u l a i r e .  L ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u -  

g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C l  d e s  f r a c t i o n s  23 à 37 ,  c o n t e n a n t  l e  m a t é r i e l  

r a d i o a c t i f ,  est  i l l u s t r é e  p a r  l a  f i g u r e  5 4 8  Ip .1441.  On p e u t  v o i r  q u e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  se r g p a r t i t  s u r  t o u t  l e  g r a d i e n t  e t  q u ' e l l e  est p o r t é e  p a r  

d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  
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Fig. 54 G i i C  
Filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules d' 0. danica, après incubation avec du IJLLE 

DNA H de S. flava e t  puis culture pendant 48 h en présence de DNA non-radioactif de S. flava, 
O 

échantillons correspondant au point 1-B (A), au point 2-8 (Cl, au point 3-8 (El. 
Analyse en gradient de CsCl 
Fig. 548 : fractions 23 à 37 de la fig. 54A 
Fig. 54D : fractions 14 à 20 de la fig. 54C 
Fig. 54F : fractions 16 à 22 de la fig. 54E 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 1, DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3 1. 



Au point 2-B. La c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  é t a i t  é g a l e  à 2.2 x 106 c e l l u l e s  

p a r  m l  a u  d é p a r t ,  e l l e  é t a i t  é g a l e  à 4 . 9  x 106 a p r è s  48 h de  c u l t u r e ,  ce 

q u i  c o r r e s p o n d  à une  g é n é r a t i o n .  

Les  r é s u l t a t s  d e  l a  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  d u  l y s a t  c e l l u -  

l a i r e  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  54C ( p .  144  1 .  Les 

r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  CsCl d e s  f r a c t i o n s  

1 4  à 20,  c o r r e s p o n d a n t  au  p i c  r a d i o a c t i f ,  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  la  f i g u r e  540  

( p .  144  1. On p e u t  v o i r  q u e  d a n s  c e  c a s ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  pa r  

d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e ,  q u i  ne  s é d i m e n t e n t  p a s  d a n s  l e  

g r a d i e n t .  

Au point 3-B.  L ' a n a l y s e  d a n s  ce c a s  a é t é  f a i t e  a p r è s  une g é n é r a t i o n  ; en  

e f fe t ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e ,  é g a l e  à 4 , 0 1  x 106 c e l l u l e s  p a r  m l  

a u  d é p a r t .  i t a i t  é g a l e  à 7 , 7  x 106 c e l l u l e s  p a r  m l  a p r è s  48 h d e  c u l t u r e .  

Les r 4 s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  du l y s a t  c e l l u l a i r e  p a r  f i l t r a -  

t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  5 4 E ( p . l 4 4 1 .  La 

f i g u r e  54F (p .1441 i l l u s t r e  les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e .  p a r  c e n t r i f u g a -  

t i o n  en  g r a d i e n t  d e  C s C 1 ,  d e s  f r a c t i o n s  16  à 22 c o n t e n a n t  les m o l é c u l e s  

r a d i o a c t i v e s .  Nous c o n s t a t o n s  q u e  d a n s  c e  c a s ,  é g a l e m e n t ,  l a  r a d i o a c -  

t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  n e  

s é d i r n e n t e n t  p a s  d i n s  l e  g r a d i e n t .  



4 .  CONCLUSIONS 

1. C'est a u  d é b u t  d e  l a  p h a s e  l o g a r i t h m i q u e  d e  c r o i s s a n c e  q u e ,  d a n s  n o s  

c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s .  l e s  c e l l u l e s  d '  O. danica s e m b l e n t  p r e n d r e  

l e  mieux l e  DNA d e  S. flava exogène ,  s a n s  t o u t e f o i s  q u ' o n  p u i s s e  p a r l e r  d e  

"moment p r é f é r e n t i e l  d e  p r i s e "  ou  d e  " p h a s e  d e  compétence ."  

2.  L ' a n a l y s e  d e s  é c h a n t i l l o n s  p r é l e v é s  en  f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  l e  DNA 

t r i t i é  d e  S. flava, m o n t r e  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  molé-  

c u l e s  q u i  o n t  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  l a  même d e n s i t é  que  c e l l e  du DNA b a c -  

t é r i e n  u t i l i s é .  

L'examen d e  l a  d i s t r i b u t i o n  d e  c e t t e  r a d i o a c t i v i t é  mon t r e  t o u t e f o i s  q u ' i l  

s ' a g i t  d e  m o l é c u l e s  de f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  La c m t p a r a i s o n  d e  c e t t e  

d i s t r i b u t i o n  a v e c  c e l l e  o b s e r v é e  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  du m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  

a v a n t  l ' e x p é r i e n c e ,  p e r m e t  une  e s t i m a t i o n  g r o s s i è r e  du p o i d s  m o l é c u l a i r e  

d e  c e s  m o l é c u l e s  (P. CHARLES, 19721. La masse m o l é c u l a i r e  du  DNA t r i t i é  

p r é s e n t  d a n s  les  c e l l u l e s  e s t  e n v i r o n  5 à 6 f o i s  p l u s  p e t i t e  q u e  c e l l e  a u  

DNA t r i t i é  b a c t é r i e n  d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n .  

L ' a n a l y s e  d e s  é c h a n t i l l o n s  a p r è s  d i v i s i o n  d e s  c e l l u l e s  ( 7 2  h  d e  c u l t u r e ) ,  

m o n t r e  q u ' i l  n 'y  a p l u s  d e  r a d i o a c t i v i t é  s é d i m e n t a b l e .  C e c i  s e m b l e  v o u l o i r  

d i r e  q u e  l e  DNA p r é s e n t  d a n s  les c e l l u l e s  a p r è s  4 h e u r e s  d ' i n c u b a t i o n  en  

p r é s e n c e  d e  DNA t r i t i é  b a c t é r i e n ,  a  é t é  s o i t  h y d r o l y s é ,  s o i t  r e j e t é  d a n s  l e  

m i l i e u  e x t é r i e u r .  

L ' a n a l y s e  du m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  d e s  c e l l u l e s ,  nous  

pe rme t  d e  p e n c h e r  p o u r  l a  s e c o n d e  h y p o t h è s e .  En e f f e t ,  l e s  r é s u l t a t s  

m o n t r e n t  que  c e  m i l i e u  e s t  r a d i o a c t i f  e t  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  



p a r  d e s  m o l é c u l e s  q u i  s é d i m e n t e n t  d a n s  l e  g r a d i e n t  d e  C s C l  à u n e  p o s i t i o n  

c o r r e s p o n d a n t  à l a  d e n s i t é  du  DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é .  La d i s t r i b u t i o n  d e  

c e t t e  r a d i o a c t i v i t é  e s t  très c o m p a r a b l e  à c e l l e  q u i  e s t  o b s e r v é e  l o r s  a e  

l ' a n a l y s e  d a n s  les  mêmes c o n d i t i o n s  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  p o r t é e  p a r  les  

c e l l u l e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  l e  DNA t r i t i é  b a c t é r i e n .  

3 .  I l  s e m b l e  d o n c  q u e  d u  DNA d e  S. Gava p e u t  p é n é t r e r  d a n s  les  c e l l u l e s  

d '  0. danica. C e p e n d a n t .  ces m o l é c u l e s  d e  DNA b a c t é r i e n  s o n t  d e  f a i b l e  

p o i d s  m o l é c u l a i r e  e t  s o n t  re jetées p a r  l es  ce l lu les  a p r è s  d i v i s i o n  

c e l l u l a i r e ,  



I I I .  Pr ise  e t  s o r t  de DNA r a d i o a c t i f  b a c t é r i e n  chez l e s  algues 

D. PoZyecirie lZa he Zvetica 

L e s  c e l l u l e s  d e  P. helvetica o n t  é t é  i n c u b é e s  p e n d a n t  u n e  h e u r e  

s o i t  d a n s  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  pH 6 , 5  

s o i t  d a n s  d u  tampon p h o s p h a t e ,  pH 6 .5  

c o n t e n a n t  d u  DNA t r i t i é  d e  S. fZava ( a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 4 0 0  000  d p m / p g l ,  

à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  27 ug/ml.  Les c e l l u l e s  o n t  e n s u i t e  i t é  i n c u b é e s  d a n s  

u n e  s o l u t i o n  d e  DNase e t  l a v é e s  s o i g n e u s e m e n t .  Le matériel a c i d o - i n s o l u b l e ,  

p r é c i p i t é  a u  TCA f r o i d ,  a  é t é  r é c u p é r é  s u r  f i l t r e  et  l a  r a d i o a c t i v i t é  d é t e r -  

m i n é e  p a r  c o m p t a g e  d e s  f i l t r e s  e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  

La r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i t a b l e  est  é g a l e  à 1 2  791 cpm l o r s q u e  

l e s  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  t a n a i s  q u ' e l l e  est  

é g a l e  à 9 0  348 cprn l o r s q u e  l ' i n c u b a t i o n  a  l i e u  d a n s  l e  t a m p o n  p h o s p h a t e .  

E l l e  es t  d o n c  e n v i r o n  7 f o i s  p l u s  g r a n d e  d a n s  ce cas. 

Dans  n o s  e x p é r i e n c e s  u l t é r i e u r e s ,  l ' i n c u b a t i o n  d e s  c e l l u l e s  a 

d o n c  t o u j o u r s  é t é  f a i t e  d a n s  d u  tampon p h o s p h a t e  (pH : 6 .5 )  c o n t e n a n t  l e  

DNA r a d i o a c t i f  b a c t é r i e n .  

2, P R I S E  DE DNA RADIOACTIF BACTERIEN EN FONCTION DE LA CROISSANCE 

A d i f f é r e n t s  moments d e  l a  c r o i s s a n c e ,  d e s  a l i q u o r e s  d e  l a  c u l -  

t u r e  o n t  é t é  p r é l e v é e s  ; l es  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  a v e c  27  ug/ml d e  

DNA t r i t i é  d e  S. fzava [ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 400 000  dpm/pgl .  Ces 

c e l l u l e s  o n t  e n s u i t e  é t é  t r a i t é e s  comme i n d i q u é  d a n s  l e  c h a p i t r e  m a t é r i e l  



e t  méthodes  ( X I I ] .  Les  r é s u l t a t s ,  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  XV ( p . 1 5 0  e t  1 5 1 1 ,  

s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  5 5  ( p .  '152 1. 

S i  l ' o n  examine  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d e  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o -  

l u b l e .  l e s  v a l e u r s  les  p l u s  é l e v é e s  s o n t  o b s e r v é e s  a p r è s  39 e t  207 h e u r e s  

d e  c u l t u r e  e n v i r o n ,  s o i t  a u  d é b u t  e t  a u  m i l i e u  d e  l a  p h a s e  e x p o n e n t i e l l e  

d e  c r o i s s a n c e .  

Ces e x p é r i e n c e s  o n t  é t é  r é p é t é e s  p l u s i e u r s  f o i s  d a n s  d e s  c o n d i -  

t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  s e m b l a b l e s  e t  d e s  r é s u l t a t s  c o m p a r a ~ l e s  o n t  t o u j o u r s  

é t é  o b t e n u s .  

3 .  SORT D'UN DNA RADIOACTIF BACTERIEN 

Au vu d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  c i - d e s s u s ,  nous  avons  é t u d i é  l e  s o r t  

d ' u n  DNA r a d i o a c t i f  d e  S. pava [ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 8 x 10' dpm/ug, 

p o i d s  m o l é c u l a i r e  : 1 0  x 1 o6 d a l t o n s  1, a u  t r o i s  moments d e  l a  p h a s e  expo-  

n e n t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e ,  où les q u a n t i t é s  d e  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i -  

t a b l e  é t a i e n t  les p l u s  é l e v é e s ,  a u  d é b u t ,  à une  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  

é g a l e  à 1.97 x l a 5  c e l l u l e s / m l  [ p o i n t  11, a u  m i l i e u ,  à d e s  c o n c e n t r a t i o n s  

c e l l u l a i r e s  é g a l e s  à 3 .41  x 106 [ p o i n t  21 e t  f i n a l e m e n t  à 6,O x 106 c e l l u l e s /  

m l  ( p o i n t  31. 

- Les c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  p e n d a n t  4  h e u r e s  d a n s  du  tampon 

p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  l e  DNA t r i t ie b a c t é r i e n  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  4 2  ug/ml ; 

e l l e s  o n t  e n s u i t e  é t é  c e n t r i f u g é e s ,  l a v é e s  p u i s  r e m i s e s  en s u s p e n s i o n  

d a n s  du  m i l i e u  f r a i s .  A p r è s  p r é l è v e m e n t  d ' u n e  a l i q u o t e  ( n o t é e  A l ,  on a 

a j o u t é  du DNA d e  S. fzava n o n - r a d i o a c t i f  ( c o n c e n t r a t i o n  : 28 ug/mll  e t  l a  
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T e m p s  ( h e u r e s )  

Fig. 55 

Absorption de DNA H de S. flava par les cellules de P. helvetica en fonction de la croissance. 



cu l t u r e  a  é t é  poursuivie pendant 72 h .  Après c e t t e  période de chasse, l e s  

c e l l u l e s  ont é t é  centr i fugées  e t  l e  DNA a  é t é  e x t r a i t  des c e l l u l e s  (comme 

d é c r i t  dans l e  chapi t re  matér ie l  e t  méthodesl. Les analyses effectuées 

en f i n  de chasse ont é t é  notées -0.  

a)  Analyse des échant i l lons  prélevés en f i n  d ' incubation avec l e  DNA 
rad ioac t i f  bactér ien  

1. Analyse des surnageants 

Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  par centr i fugat ion en gradient  de  C s C l  

d u  surnageant a c e l l u l a i r e  correspondant au point 2-A, sont i l l u s t r é s  par 

l a  f i gu re  56 [p.  154 1. La valeur de l ' é c a r t  standard de l a  d i s t r i bu t i on  

de l a  rad ioac t iv i t é ,  qui  superpose exactement c e l l e  de l ' absorpt ion en U . V . ,  

e s t  normale e t  montre que l e  DNA bactér ien  n'a pas é t é  dépolymérisé. 

Des r é s u l t a t s  identiques ont é t é  obtenus avec l e s  échant i l lons  

correspondant aux au t res  points  (1-A e t  3-Al de l ' expér ience .  

2. Analyse de l a  r ad ioac t i v i t é  du l y sa t  c e l l u l a i r e  p u r i f i é  

Au point  1-A. (1,97 x lo5 c e l l u l e s  par ml). La f i gu re  57Alp. 1551 i l l u s t r e  

l e s  r é s u l t a t s  de l a  pur i f i ca t ion  s u r  ge l  d'agarose du lysat  des c e l l u l e s .  

Nous avons analysé par centr i fugat ion en gradient  de CsC1, l e s  

f r a c t i ons  25 à 33,  correspondant au pic  r ad ioac t i f .  Les r é s u l t a t s  montrent 

[ f i gu re  578 . p. 1551 que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  r é p a r t i e  s u r  tout  l e  gradient  

e t  e s t  portée par des molécules de t r è s  f a i b l e  poids moléculaire q u i  ne 

sédimentent pas dans l e  gradient .  

Au point  2-A (3,41 x 106 c e l l u l e s  par ml). Las r é su l t a r s  de l a  f i l t r a t i o n  



N *  des t r a c t i o n s  

Fig. 56 

Analyse en gradient de CsCl du milieu radioactif (contenant du DNA 'H de S. flava) après incubation avec 
les cellules de P. helvetica. 



No dos t rac l lons N* des f  r 8 c l i o n s  

M. des f r a c t i o n s  M. des f  r a c l i o n s  

M. des fractions 

Fig. 57 

Filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de P. helvetica, après incubation avec du DNA 
3 H des. flava, échantillons correspondant au point 1-A (A), au point 2-A(C), au point 3-A (El. 

Analyse en gradient de CsCl 
Fig. 578 : fractions 25 à 33 de la fig, 57A 
Fig. 57D : fractions 16 à 20 de la fig. 57C 
Fig. 57F : fractions 19 à 25 de la fig, 57E. 
Réfdrences de densitti : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3), DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3). 



% 

m o l é c u l a i r e  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  du l y s a t  c e l l u l a i r e  p a r t i e l l e m e n t  p u r i f i é  

s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  57C [ p .  155 1 .  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  f r a c t i o n s  16  à 20, c o r r e s p o n d a n t  

au p i c  r a d i o a c t i f  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  570 (p.155.;.  Dans c e  c a s ,  

l a  courbe  d e  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  t r è s  l a r g e  e t  h é t é r o g è n e .  

La r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  d é p o l y m é r i s é e s  dont  il est 

d i f f i c i l e  d ' e s t i m e r  l a  d e n s i t é .  

Au point 3-A (6,O x 106 cellules par ml). Le l y s a t  d e s  c e l l u l e s  a  é t é  

p u r i f i é  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  e t  l e s  r é s u l t a t s  ob tenus  s o n t  

i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e 5 7 E  Ip.1551. 

Les f r a c t i o n s  19  à 25 o n t  é t é  a n a l y s é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  

g r a d i e n t  d e  C s C l .  L ' a n a l y s e  d e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s ,  i l l u s t r é s  p a r  l a  

f i g u r e  57F [p .  1551, mont re  que l e s  molécu les  r a d i o a c t i v e s  s é d i m e n t e n t  

en fo rmant  une d i s t r i b u t i o n  t r è s  l a r g e  dans  l e  g r a d i e n t .  I l  s ' a g i t  d a n s  

c e  c a s  d e  molécu les  d é p o l y m é r i s é e s  d o n t  il e s t  d i f f i c i l e  d ' e s t i m e r  l a  

d e n s i t é .  

b) Analyse des échantillons en fin de chasse ( a p r è s  72 h d e  c u l t u r e l  

1 .  Analyse  d e s  s u r n a g e a n t s  

La f i g u r e  58 [ p .  1571 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C l  du s u r n a g e a n t  a c e l l u l a i r e ,  c o r r e s p o n d a n t  

à l ' é c h a n t i l l o n  du p o i n t  2-8.  

Nous remarquons a u e  l a  courbe de  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  r a a i o a c t i v i t é  

e s t  t r è s  l a r g e  e t  que l e s  molécu les  r a d i o a c t i v e s  s o n t  d e  t r è s  f a i b l e  p o i d s  



Fig. 58 

Ne des f r a c t i o n s  

Analyse en gradient de CsCI du surnageant acellulaire provenant de Iséchantillon des cellules de 
P. helvetica incubées dans du milieu contenant du DNA H de S. flava puis cultivées pendant 
72 h dans du milieu contenant du DNA non-radioactif de S. flava. 
Rdférence de densité : DNA de CI. perfringens (1,691 g/cm3). 



m o l é c u l a i r e .  P a r  c o n t r e ,  l e  ONA n o n - r a d i o a c t i f  d e  S. fzava a j o u t e  a u  

m i l i e u  p e n d a n t  l a  p é r i o d e  d e  c h a s s e  s é d i m e n t e  d a n s  l e  g r a d i e n t  en f o r m a n t  

une  d i s t r i b u t i o n  d o n t  l a  d é v i a t i o n  s t a n d a r d  m o n t r e  q u ' i l  s ' a g i t  d e  mo lé -  

c u l e s  p o l y m é r i s é e s ,  c e  q u i  s u g g è r e  q u ' i l  n ' y  a  p a s  ou peu d e  n u c l é a s e s  

d a n s  l e  m i l i e u ,  c e  q u i  s u g g è r e  é g a l e m e n t  q u e  l ' h y d r o l y s e  d u  DNA r a d i o a c t i f  

a u r a i t  s u  l i e u  à l ' i n t é r i e u r  d e s  c e l l u l e ç  p l u t ô t  q u e  d a n s  l e  m i l i e u  d ' i n c u -  

b a t i o n .  

Nous avons  o b t e n u  d e s  r é s u l t a t s  a n a l o g u e s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  

é c h a n t i l l o n s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  a u t r e s  p o i n t s  d e  l ' e x p é r i e n c e  (1-8  e t  3-81. 

2. A n a l y s e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du  l y s a t  c e l l u l a i r e  p u r i f i é  

Au point 1-B. Dans ce cas. les c e l l u l e s  se  s o n t  d i v i s é e s  t r o i s  f o i s  ; 

a u  d é b u t  d e  l ' e x p é r i e n c e ,  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  é t a i t  é g a l e  à 

1 , 9 5  x l o s  c e l l u l e s  p a r  m l ,  e l l e  é t a i t  d e  a , 1 5  x 10' c e l l u l e s  p a r  m l  en  

f i n  d ' e x p é r i e n c e .  

La f i g u r e  59Atp. 1591 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  

p a r  f i l t r a t i o n  s u r  c o l o n n e  d e  S e p h a r o s e  48 du l y s a t  c e l l u l a i r e .  Les frac-  

t i o n s  21 à 38 o n t  é t é  a n a l y s é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  CsCl  ; 

les  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  598  ( p .  1591. Nous voyons  q u e  

19s m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  s o n t  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  e t  ne s é d i -  

m e n t e n t  p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

Au point 2-B. La c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e ,  é g a l e  a u  d é p a r t  à 3 , 4 1  x 106 

c e l l u l e s  p a r  m l ,  é t a i t  é g a l e  à 7,4 x l a 6  c e l l u l e s  par  m l  a p r è s  l e s  7 2  h 

d e  c u l t u r e .  Les  c e l l u l e s  s e  s o n t  donc  d i v i s é e s  d e u x  f o i s .  



Na des I racl lons 

Fig. 59  

W. des f ract ions 

Na des t ractlons 

0- 
O $0 1 O 0  

Ne des fraclions 

Filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de P. helvetica. après incubation avec d y G )  
DNA H de S: flava et  puis culture pendant 72 h enprésence de DNA non-radioactif de S. &va. \ Li 1 
échantillons correspondant au point 1-8 (A), au point 2-8 (Cl, au point 3-6 (El. L-/ 

Analyse en gradient de CsCl 
Fig. 596 : fractions 21 à 38 de la fig. 59A 
Fig. 590 : fractions 18 à 28 de la fig. 59C 
Fig. 59F : fractions 16 à 21 de la fig. 59E. 
Rdférences de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 



La f i g u r e  59C ( p .  159 1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  de  l a  p u r i f i c a t i o n  

p a r  f i l t r a t i o n  s u r  gel d ' a g a r o s e  du l y s a t  c e l l u l a i r e .  Les f r a c t i o n s  1 8  

à 28, c o n t e n a n t  l e s  molécu les  r a d i o a c t i v e s ,  o n t  é t é  a n a l y s é e s  p a r  c e n t r i -  

f u g a t i o n  en g r a d i e n t  de  C s C 1 .  Les r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  

f i g u r e  5,913 ( p .  159 1. On v o i t  que l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  

molécu les  de  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  ne  s é d i m e n t e n t  pas dans  l e  g r a -  

d i e n t .  

Au point 3-B. Dans c e  c a s ,  t o u t e s  l e s  c e l l u l e s  n ' o n t  pas eu l e  temps de  

s e  d i v i s e r  une f o i s ,  c a r  nous a v i o n s  une c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  a u  

d é p a r t  é g a l e  à 6.0 x 106 c e l l u l e s  p a r  m l ,  e t  é g a l e  à 8.7 x 106 c e l l u l e s  

p a r  m l  e n  f i n  d ' e x p é r i e n c e  [ a p r è s  72 h de  c u l t u r e l .  

Le l y s a t  c e l l u l a i r e  a  é t é  p u r i f i é  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  

d ' a g a r o s e  e t  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  59E !p. 159 1 .  

Les f r a c t i o n s 1 6  à 21,  c o r r e s p o n d a n t  au  p i c  r a d i o a c t i f ,  o n t  é t é  a n a l y s é e s  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  C s C 1 .  Nous voyons ( f i g u r e  59F .p .  159 1 

que l a  r a d i o a c t i v i t é  est p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  d e  f a i b l e  p o i d s  rnolé- 

c u l a i r e  q u i  ne  s é d i m e n t e n t  p a s  dans l e  g r a d i e n t .  



4 .  CONCLUSIONS 

1 . .  Il  semble  qu'on p u i s s e  d i r e  que ,  d u r a n t  l a  phase  e x p o n e n t i e l l e  

d e  c r o i s s a n c e  d e s  c e l l u l e s  d e  P.heZuetEm, i l  e x i s t e  deux moments 

p r é f é r e n t i e l s  de  p r i s e  de  DNA t r i t i é  de  S. fzava. Le premie r  a u  débu t  

de  l a  c u l t u r e ,  l e  second au m i l i e u  d e  l a  phase  d e  c r o i s s a n c e .  C ' e s t  

à c e s  moments qu 'on  o b s e r v e  l a  p l u s  g r a n d e  q u a n t i t é  d e  r a d i o a c t i v i t é  

p o r t é e  p a r  du m a t é r i e l  a c i d o - i n s o l u b l e  f i x é  aux  c e l l u l e s .  

2 .  L ' a n a l y s e  d e  c e  m a t é r i e l  a c i d o - i n s o l u b l e  r a d i o a c t i f .  p a r  c e n t r i f u g a -  

t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C 1 ,  mont re  que l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  

d e s  molécu les  de  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  d o n t  l a  d e n s i t é  e s t  d i f f i c i l e  

à d é t e r m i n e r .  

Lorsque l e s  c e l l u l e s ,  i n c u b é e s  dans  un m i l i e u  c o n t e n a n t  du DNA r a d i o -  

a c t i f  de  S. flatta pendan t  4 h e u r e s .  s o n t  e n s u i t e  r e m i s e s  en c u l t u r e  

dans  du m i l i e u  n o n - r a d i o a c t i f .  l ' a n a l y s e  p a r  u l t r a  c e n t r i f u g a t i o n  en 

g r a d i e n t  d e  C s C 1  m o n t r e  que l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  molé- 

c u l e s  d e  t r è s  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  ne s é d i m e n t e n t  pas d a n s  l e  

g r a d i e n t .  

3 .  Dans nos c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  nous ne t r o u v o n s  donc pas d e  

molécu les  d e  DNA d e  S. flava d a n s  l e s  c e l l u l e s  de  P. helvetica. 



I I  1. Prise e t  sort de Dra bactérien chez les algues 

E . Porphyridi wn cruentwn 

Les c e l l u l e s  d e  P. crluentwn o n t  é t é  i n c u b é e s  s o i t  d a n s  l e  m i l i e u  

d e  c u l t u r e  (pH : 7.31,  s o i t  d a n s  du  tampon p h o s p h a t e  (pH : 7,31, c o n t e n a n t  

d u  DNA r a d i o a c t i f  d e  S. fZava ATCC 540 ( r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 

4 x l o s  dpm/pgl à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  27 pg/ml.  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a b s o r p t i o n  d u  ONA b a c t é r i e n  o n t  é t é  comparés  : 

l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - p r é c i p i t a b l e ,  é g a l e  à 130 600 cpm l o r s q u e  l ' i n c u b a t i o n  

a l i e u  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  é t a i t  é g a l e  à 150 600 cpm l o r s q u e  l ' i n c u -  

b a t i o n  a l i e u  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e .  Les  r é s u l t a t s n e s o n t  donc  p a s  t r è s  

d i f f é r e n t s .  

C ' e s t  l e  tampon p h o s p h a t e q u i a  é t é  u t i l i s é  pou r  n o s  e x p é r i e n c e s  

u l t é r i e u r e s .  

2 .  PRISE DE DNA BACTERIEN EN FONCTION DU CYLE CELLULAIRE 

I l  est p o s s i b l e  d e  s y n c h r o n i s e r  les  c e l l u l e s  d e  P. cruentwn l o r s q u e  

les c u l t u r e s  s e n t  s o u m i s e s  à d e s  a l t e r n a n c e s  d e  p é r i o d e s  d e  10 h d e  l u m i è r e  

[LI e t  d e  10 h d ' o b s c u r i t é  (01 e t  l o r s q u e  l a  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  e s t  

é g a l e  à e n v i r o n  1-2  x 106 c e l l u l e s  p a r  m l  a u  d é b u t  d e  l a  p é r i o d e  d e  l u m i è r e  

(GENSE et  a l . ,  19691. 

Des a l i q u o t e s  d e  c u l t u r e  o n t  é t é  p r é l e v é e s  à d i f f é r o n t s  moments du  

c y c l e  ( t o u t e s  l e s  2 h l  e t  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n ,  l e s  c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  



p e n d a n t  4 h  d a n s  d u  tampon p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  du DNA t r i t i é  d e  S. fzava 

[ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 4  x 10' dpm/ugl ,  à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  

30  pg/ml. Le m a t é r i e l  a  e n s u i t e  é t é  t r a i t é  comme i n d i q u é  d a n s  l e  c h a p i t r e  

m a t é r i e l  e t  mé thodes  [XII 1.  

Les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X V I  ( p . 1 6 4  1 

e t  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  60 [ p .  'i651. 

Nous c o n s t a t o n s  q u ' i l  e x i s t e  apparamment deux moments p r é f é -  

rentiels de p r i s e  d e  D M  b a c t é r i e n .  l ' u n  s i t u é  a u  m i l i e u  d e  l a  p h a s e  L [ d e  

n o n - d i v i s i o n  c e l l u l a i r e l ,  l ' a u t r e  s i t u é  a u x  e n v i r o n s  du  p r e m i e r  t i e r s  d e  

l a  p h a s e  O [ d e  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e l .  C ' e s t  à c e s  moments q u e  les v a l e u r s  

d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  d e s  f r a c t i o n s  a c i d o - p r é c i p i t a b l e s  s o n t  l e s  p l u s  é l e v é e s  

( t a b l e a u  XV1.p. 1641. 

Les  e x p é r i e n c e s  o n t  é t é  r é p é t é e s  p l u s i e u r s  f o i s  d a n s  d e s  c o n d i -  

t i o n s  s e m b l a b l e s .  e t  d e s  r é s u l t a t s  a n a l o g u e s  o n t  t o u j o u r s  é t é  o b t e n u s .  

3 .  ETUDE DE LA P R I S E  ET  DU SORT D'UN DNA BACTERIEN PAR LES CELLULES 

S u i t e  a u x  r é s u l t a t s r e p o r t é s  c i - d e s s u s ,  nous  avons  é t u d i é  l a  

p r i s e  e t  l e  s o r t  d ' u n  DNA t r i t i é  b a c t é r i e n  p a r  d e s  c e l l u l e s  se  t r o u v a n t  

s o i t  a u  m i l i e u  d e  l a  p h a s e  L .  à une  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  é g a l e  à 

2.8 x 106 c e l l u l e s  p a r  m l  [ p o i n t  1 1 ,  s o i t  a u  p r e m i e r  t i e r s  d e  l a  p h a s e  O ,  

à u n e  c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  é g a l e  à 3 ,25  x 106 c e l l u l e s  p a r  m l  ( p o i n t  21. 

Les c e l l u l e s  o n t  é t é  i n c u b é e s  à l a  l u m i è r e  pou r  l e  p o i n t  1  [ p h a s e  LI 

e t  à l ' o b s c u r i t é  p o u r  l e  p o i n t  2 [ p h a s e  01, p e n d a n t  4 h d a n s  d u  tampon 

p n o s p h a t e  c o n t e n a n t  du  DNA r a d i o a c t i f  d e  S. fzava à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  
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Fig. 60 

Absorption de DNA ' H de S. flava par les cellules de P. cruenrum en fonction du cycle cellulaire. 



d e  40 pg/ml [ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 8 x l o 5  dpm/pg, p o i d s  m o l é c u l a i r e  : 

1 0  x 106  d a l t o n s l .  E n s u i t e ,  les c e l l u l e s  o n t  é t é  l a v é e s  p u i s  r e m i s e s  e n  

s u s p e n s i o n  d a n s  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  

A p r è s  p r é l è v e m e n t  d ' u n e  a l i q u o t e  ( p o u r  u n e  a n a l y s e  n o t é e  A l ,  d u  

DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  S. fZava ( c o n c e n t r a t i o n  : 30 p g / m l l  e t  l a  c u l t u r e  

a  é t é  p o u r s u i v i e  p e n d a n t  48 h  a v e c  des  a l t e r n a n c e s  d e  p é r i o d e s  d e  l u m i è r e  

e t  d e  p é r i o d e s  d b b s c u r i t é .  L ' a n a l y s e  f a i t e  à l a  f i n  d e  c e t t e  c h a s s e  a  é t é  

n o t é e  B. 

L e  ONA d e s  d i f f é r e n t s  é c h a n t i l l o n s  a  é t é  e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  

p a r  l e  p r o c é d é  d é c r i t  d a n s  l e  c h a p i t r e  matériel e t  m é t h o d e s  (VI.a.2.1, e t  

a n a l y s é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1. 

a) Analyse des échantillons prélevés en fin d'incubation 

1 .  A n a l y s e  d e s  s u r n a g e a n t s  

La f i g u r e  6 1 A ( p .  167  1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  d u  s u r n a g e a n t  d ' i n c u b a t i o n  a c e l l u l a i r e ,  

c o r r e s p o n d a n t  a u  p o i n t  2-A ( p h a s e  D l .  On p e u t  v o i r  q u e  l e  DNA r a d i o a c t i f  

b a c t é r i e n  a é t é  p e u  o u  p a s  m o d i f i é  p e n d a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les  c e l l u l e s  ; 

e n  e f f e t ,  l a  v a l e u r  d e  l ' éca r t  s t a n d a r d  d e  l a  c o u r b e  d e  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é .  q u i  s u p e r p o s e  p a r f a i t e m e n t  l a  c o u r b e  d e  d i s t r i b u t i o n  d e s  

v a l e u r s  d e  l ' a b s o r p t i o n  e n  U . V . ,  e s t  t o u t  à f a i t  c o m p a r a b l e  à c e l l e  o o s e r v é e  

l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d u  DNA p o l y m é r i s é  d e  S. flava a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les 

c e l l u l e s  ( f i g u r e  6 1 8  . p.  1 6 7  1. 

L e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  a u  s u r n a g e a n t  a c e l l u l a i r e  c o r r e s p o n d a n t  



Ne d e s  f r a c t i o n s  

Fig. 61 

O 5-0 

. Ne d e s  f r a c t i o n s  

Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA 'H de S. flava) avant (BI 
et après (Al incubation avec les cellules de P. cnientvm. 
Référence de densité : DNA de CI. perfrngens ( 1,691 g/crn3 1. 



au p o i n t  1-A (phase  L I  s o n t  i d e n t i q u e s  à ceux t r o u v é s  pour l e  p o i n t  2 - A .  

2. Analyse  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  du l y s a t  c e l l u l a i r e  p u r i f i é  

E c h a n t i l l o n  c o r r e s p o n d a n t  au p o i n t  1-A ( 2 , 8  x 106 c e l l u l e s  p a r  m l ) .  Les 

r é s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  du l y s a t  c e l l u l a i r e  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  

d ' a g a r o s e  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  62A [ p .  169 1 .  De l a  r a d i o a c t i v i t é  

e s t  o b s e r v é e  dans  les f r a c t i o n s  c o n t e n a n t  les molécu les  e x c l u e s  du g e l .  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  ( p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C 1 1  

d e s  f r a c t i o n s  IO à 16.  c o r r e s p o n d a n t  à c e  p remie r  p i c ,  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  

l a  f i g u r e  628 (p .  169 1. On p e u t  v o i r  que  les molécu les  r a d i o a c t i v e s  s é d i -  

mentent .  d a n s  l e  g r a d i e n t  à une p o s i t i o n  c o r r e s p o n d a n t  à une d e n s i t é  q u i  

e s t  é g a l e  à c e l l e  du DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é  (1 ,731 g/cm31. 

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C 1  

d e s  f r a c t i o n s  26 à 37, c o r r e s p o n d a n t  au  2 ième p i c  [ f i g u r e  62A , p. 169 1 

s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  62C [ p .  169 1 .  On p e u t  o b s e r v e r  que l a  r a d i o -  

a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  ne 

s é d i m e n t e n t  p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

E c h a n t i l l o n  c o r r e s p o n d a n t  au p o i n t  2-A (3 ,25  x 106 c e l l u l e s  p a r  m l ) .  La 

f i g u r e 6 3 A  ( p .  170 1 i l l u s t r e  les r é s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  p a r  f i l t r a -  

t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  du l y s a t  c e l l u l a i r e .  I c i  éga lement ,  d e  l a  r a d i o -  

a c t i v i t é  e s t  o b s e r v é e  a a n s  l e s  f r a c t i o n s  c o n t e n a n t  i e  DNA e t  c o n s t i t u a n t  

l e  l e r  p i c .  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i a n  i n  g r a d i e n t  d e  

CsCl d e s  f r a c t i o n s  11 à 16 s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  638 [ p .  170 1 .  I l s  



N o  d e s  f r a c t i o n s  

Fig. 62 

N o  d e s  f r a c t i o n s  No d e s  f r a c t i o n s  

I r 
%- - 

Fig. 62A : filtration moléculaire sur gei d'agarose du lysat de cellules de P. ctuentum, après 
incubation avec du DNA H de S. flava, échantillon correspondant au point 1-A. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 10 à 16 (B) et des fractions 26 à 37 (Cl. 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/crn3 ), DNA de CI. perfringens (1,691 g/crn3 1. 



No d e s  f r a c t i o n s  

f r a c t i o n s  

N' des f r a c t i o n s  

Fig. 63 

Fig. 6% : filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de P. cnrennrm, aprè 
incubation avec du DNA ' H de S. flava, échantillon correspondant au point 2-A. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 11 à 16 (BI et des fractions 28 à 36 (Cl. 
Références de densité : DNA de phage 2C ( 1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens (1,691 &m3 1). 



nous  m o n t r e n t  que  les  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  s é d i m e n t e n t  d a n s  l e  g r a d i e n t  

à une  p o s i t i o n  c o r r e s p o n d a n t  à une d e n s i t é  q u i  e s t  é g a l e  à c e l l e  du  ONA 

b a c i é r i e n  u t i l i s é  ( 1 , 7 3 0  g/cm31. En a b s o r p t i o n  U.V.. à c ô t é  du p i c  c o r r e s -  

p o n d a n t  a u  ONA u t i l i s é  comme marqueur  d e  d e n s i t é  ( D N A  d e  CZ. perff ingens.  

d  = 1 , 6 9 1  g/cm31, on p e u t  o b s e r v e r  l e  p i c  c o r r e s p o n d a n t  aux  m o l é c u l e s  d e  

DNA d e  l ' a l g u e  [ d  = 1 , 7 1 6  g/cm3 1 .  

La f i g u r e  63C [ p .  1 7 0 1  i l l u s t r e  l es  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  

c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl d e s  f r a c t i o n s  28  à 36,  c o r r e s p o n d a n t  

au  2ièrne p i c  d e  l a  f i g u r e  63A [ p .  1701 .  On p e u t  v o i r  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  

se r é p a r t i t  s u r  t o u t  l e  g r a d i e n t  e t  est p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  

p o i d s  m o l é c u l a i r e  n o n - s é d i m e n t a b l e s .  

b) Analyse d e s  échantillons en fin de chasse (après 48 h de  culture) 

1 .  A n a l y s e  d e s  s u r n a g e a n t s  

Les  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  u l t r a c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  

d e  CsCl  d u  s u r n a g e a n t  a p r è s  c e n t r i f u g a t i o n  d e s  c e 1  l u l e s ,  c o r r e s p o n d a n t  

a u  p o i n t  2-8 ,  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  6 4  !p. 1 7 2  1. 

Nous r emarquons  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  r é p a r t i e  s u r  t o u t  l e  

g r a d i e n t  e t  est  p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  

D ' a u t r e  p a r t ,  l es  m o l é c u l e s  d e  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  S. pava ( d  = 

1 , 7 3 0  g/cm31 a j o u t é  d a n s  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e ,  o n t  é t é  peu o u  p a s  m o d i f i é e s  : 

l a  v a l e u r  d e  l ' é c a r t  s t a n d a r d  d e  l a  c o u r b e  d e  d i s t r i b u t i o n  est  en  e f f e t  

no rma le .  

Oes r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  é t é  o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  du  

s u r n a g e a n t  c o r r e s p o n d a n t  a u  p o i n t  1-B. 



Fig. 64 

No d e s  f r a c t i o n s  

Analyse en gradient de CsCl du surnageant acellulaire provenant de l'échantillon des cellules 
de P.cruenmm 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. 
Réf6rence de densite : DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 



2. Analyse de l a  r ad ioac t i v i t é  d u  lysa t  c e l l u l a i r e  pur i f i é  

Echanti l lon correspondant au point 1-B. P a r t i s  d'une cu l tu re  contenant 

2.80 ce l l u l e s  par m l ,  nous avons obtenu en f i n  d'expérience (après 48 h l  

une concentration c e l l u l a i r e  égale à 4.41 ce l l u l e s  par m l .  Les c e l l u l e s  se 

sont  donc presque tou tes  d ivisées  une f o i s .  

Les r é s u l t a t s  de l a  pur i f i ca t ion  par f i l t r a t i o n  s u r  colonne I 

d'agarose du lysa t  c e l l u l a i r e  sont i l l u s t r é s  par l a  f igure  65A [ p .  174 1 .  1 
Dans l e s  f r a c t i ons  7 e t  8 ,  contenant l e  matér ie l  de haut poids moléculaire 

exclu du ge l ,  nous observons de l a  r ad ioac t i v i t é .  

Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  par centr i fugat ion en gradient  de  

CsCl de ces f r a c t i ons  son t  i l l u s t r é s  par l a  f i g u r e  658 ( p .  174 1 .  On peut 

vo i r  que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par des molécules q u i  sédimentent dans l e  

gradient  à l a  dens i t é  du ONA bactérien u t i l i s é  (1,730 g/cm31. E n  absorption 

U . V . ,  on observe l e  p i c  correspondant au ONA de l ' a l g u e  dont l a  dens i t é  

e s t  égale 3 1.71 6 g/cm3, e t  ce lu i  correspondant au DNA de CZ. perfringens 

u t i l i s é  comme référence de densi té .  

Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  des f r a c t i ons  16 à 22 correspondant 

au second pic  de l a  f i g u r e  65A [p. 1741, sont i l l u s t r é s  par l a  f i gu re  65C 

[ p .  174 1 Nous remarquons que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par des molécules l 

de f a i b l e  poids moléculaire qui ne sédimentent pas dans l e  gradient .  

Echanti l lon correspondant au point %B. Les ce l l u l e s  se  sont  presque 

tou tes  d ivisées  une f o i s .  En e f f e t ,  l a  concentration c e l l u l a i r e ,  égale  au 

départ  à 3 , 2 5  ce l l u l e s  par m l ,  é t a i t  égale à 6 , 2 3  ce l l u l e s  par m l  [après  

48 h de c u l t u r e l .  
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Fig. 65A : filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de P. cruentum, après 

LI LLf. 

incubation avec du DNA H de S. flava et puis culture pendant 48 h en présence de DNA 
O 

non-radioactif de S. flava, échantillon correspondant au point 1 -B. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 7 e t  8 (BI et des fractions 16 à 22 (Cl. - 

Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 glcm3 ), DNA de B. subtilis (1,703 g/cm3 1, 
ON A de CI. perfringens ( 1,691 g/crn3 ) . 



La f i g u r e  66A ( P .  176 1 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  

p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  d ' a g a r o s e  du l y s a t  c e l l u l a i r e .  On p e u t  o b s e r v e r  

en  a b s o r p t i o n  dans  l ' U . V .  deux p i c s  q u i  s o n t  s u p e r p o s é s  chacun p a r  un p i c  

d e  r a d i o a c t i v i t é .  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  

C s C l  d e s  f r a c t i o n s  6 à 9. c o n t e n a n t  l e  m a t é r i e l  d e  h a u t  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

e x c l u  du g e l ,  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  66B[p. 176 1 .  Nous voyons 

que  l e s  molécu les  r a d i o a c t i v e s  s é d i m e n t e n t  dans  l e  g r a d i e n t  à une p o s i t i o n  

q u i  c o r r e s p o n d  à une d e n s i t é  du DNA d e  S. Gava (1 ,730  g/cm3 1 . 

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  f r a c t i o n s  1 3  à 22, c o r r e s p o n d a n t  

au  zième p i c  d e  la f i g u r e  66A ( p .  176 1, s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  66C 

(p .  176 1 .  On n o t e  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  r é p a r t i e  s u r  t o u t  l e  g r a d i e n t  

e t  q u ' e l l e  est p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  
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Fig. 66A : filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de P. cnrentum, après 
incubation avec du DNA H de S. flava e t  puis culture pendant 48 h en présence de DNA 
non-radioactif de S. flava, échantillon correspondant au point 2-8. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 à 9 (BI e t  des fractions 13 à 22 (Cl. 
Réfërences de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 ), DNA de CI. perfringens (1,691 g/crn3 1. 



4 .  CONCLUSIONS 

1. Il semble q u ' i l  ex i s te ,  au cours du  cycle c e l l u l a i r e  de P. cruentwn, 

deux moments p r é f é r en t i e l s  de p r i s e  de DNA de S. fzava par l e s  c e l l u l e s .  

Lorsque l e s  c e l l u l e s  sont synchronisées par des a l ternances  de périodes 

de lumière e t  de périodes d 'obscur i té .  ces moments p ré fé ren t ie l s  sont  

observés au milieu de l a  phase de non-division c e l l u l a i r e  ( cu l t u r e  à 

l a  lumiàrel e t  au premier t i e r s  de l a  phase de divis ion c e l l u l a i r e  (cul -  

t u r e  à l ' o b s c u r i t é l .  

2 .  L'examen par centr i fugat ion en gradient  de C s C l  du DNA e x t r a i t  des 

c e l l u l e s  en f i n  d ' incubation avec du DNA rad ioac t i f  d e s .  fZa3a. montre 

que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par des molécules dont l a  dens i t é  e s t  

égale à c e l l e  du  DNA bactér ien  u t i l i s é .  Ce r é s u l t a t  a  é t é  observé dans 

l e s  deux cas é tudiés  : s o i t  avec des c e l l u l e s  provenant d'une cu l t u r e  en 

période de lumière, s o i t  avec des c e l l u l e s  prélevées d'une cu l t u r e  en 

période d 'obscur i t é .  La quan t i t é  de DNA rad ioac t i f .  estimée à p a r t i r  

de l ' a c t i v i t é  spéci f ique du  DNA u t i l i s é .  représente  environ 0.08 % de 

l a  quan t i t é  t o t a l e  de DNA. 

Après une divis ion c e l l u l a i r e .  l ' ana lyse  par centr i fugat ion en gradient  

de C s C 1  du DNA e x t r a i t  des c e l l u l e s ,  montre que l a  rad ioac t iv i t é  e s t  

portée par des molécules dont l a  dens i t é  e s t  égale à c e l l e  d u  DNA bac- 

t é r i en  u t i l i s é .  Dans ce cas. l a  quan t i t é  de DNA radioact i f  représente  

environ 0.04 % du contenu en DNA des c e l l u l e s .  Comme après une d i v i -  

sion c e l l u l a i r e ,  l a  quan t i t é  de DNA c e l l u l a i r e  a  doublé, i l  semble q u ' i l  

n ' y  a i t  pas eu de per te  importante de DNA r ad ioac t i f .  L'analyse d u  



milieu a c e l l u l a i r e  de cu l tu re  en f i n  d'expérience montre que ce milieu 

est légèrement radioact i f  ; mais l a  r ad ioac t i v i t é  es t  portée par des 

molécules de f a i b l e  poids moléculaire q u i  ne sédimentent pas dans l e  

gradient  de dens i té  [molécules acido-solubles re je tées  sans doute par 

l e s  c e l l u l e s l .  

3 .  Il  semble donc que d u  DNA radioact i f  de S. fzava peut pénétrer  dans 

l e s  c e l l u l e s  de P. cruentwn, e t  y r e s t e r  sans modification importante 

après un  cycle c e l l u l a i r e .  



I I I .  Prise e t  sort de DNA bactérien chez les algues 

1 .  CHOIX D'UN MILIEU D'INCUBATION AVEC LE DNA BACTERIEN 

Des c e l l u l e s  d e  S. obliquus o n t  é t é  i n c u b é e s  s o i t  d a n s  du  m i l i e u  

d e  c u l t u r e  [pH = 6,OI. s o i t  d a n s  du  tampon p h o s p h a t e  (pH = 6 , 0 1 ,  c o n t e n a n t  

d u  ONA r a d i o a c t i f  d e  S. fkva  ( r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  : 4 x 10' dpm/ilg ; 

c o n c e n t r a t i o n  : 27 v g / m l l  p e n d a n t  deux  h e u r e s  à 25 OC, a v e c  u n e  l é g è r e  

a g i t a t i o n  e t  s o u s  4500 lux .  E l l e s  o n t  e n s u i t e  é t é  c e n t r i f u g é e s ,  l a v é e s  

d e u x  f o i s  p u i s  i n c u b é e s  p e n d a n t  1 5  min à 37 O C  d a n s  une  s o l u t i o n  d e  DNase. 

En f i n  d ' i n c u b a t i o n  e t  a p r è s  l a v a g e s ,  l e  m a t é r i e l  a c i d o - i n s o l u b l e  e s t  p r é -  

c i p i t é  p a r  a d d i t i o n  d e  TCA f r o i d  e t  e s t  r é c u p é r é  s u r  f i l t r e .  

La r a d i o a c t i v i t é  e s t  e s t i m é e  p a r  comptage  e n  s c i n t i l l a t i o n  l i q u i d e .  

E l l e  e s t  é g a l e  à 3 5  000 cpm l o r s q u e  les  c e l l u l e s  s o n t  i n c u b é e s  d a n s  l e  m i l i e u  

d e  c u l t u r e  e t  à 45 000 cpm l o r s q u ' e l l e s  s o n t  i n c u b é e s  d a n s  l e  tampon p h o s -  

p h a t e .  La q u a n t i t é  d e  r a d i o a c t i v i t é  é t a n t  p l u s  é l e v é e  e t  s i g n i f i c a t i v e m e n t  

d i f f é r e n t e  l o r s q u e  l ' i n c u b a t i o n  a  l i e u  d a n s  l e  tampon p h o s p h a t e ,  c ' e s t  c e  

m i l i e u  q u e  nous a v o n s  c h o i s i  p o u r  nos e x p é r i e n c e s  u l t é r i e u r e s .  

2 -  PRISE DE DNA 3~ BACTERIEN A DIFFERENTS MOMENTS DE TA CROISSANCE 

A d i f f é r e n t s  moments d e  l a  c r o i s s a n c e ,  on p r é l è v e  d e s  a l i q u o t e s  

d ' u n e  c u l t u r e .  Les é c h a n t i l l o n s  s o n t  c e n t r i f u g é s ,  l e  s u r n a g e a n t  e s t  é c a r t é  

e t  r e m p l a c é  p a r  un m ê m e  volume d e  tampon p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  du  D N A  d e  

M. lysodeikticus ATCC 4698 ( r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  :2,4x 1 o6 apm/ug : 



c o n c e n t r a t i o n  : 10 u g / m l l .  Les c e l l u l e s  s o n t  remises e n  s u s p e n s i o n  p u i s  

i n c u o é e s  p e n d a n t  d e u x  h e u r e s  à 25 O C  a v e c  a g i t a t i o n  l e n t e .  En f i n  d ' i n c u -  

b a t i o n ,  l es  c e l l u l e s  s o n t  t r a i t é e s  comme i n d i q u é  d a n s  l e  c h a p i t r e  matériel 

e t  m é t h o d e s  ( X I I ] .  

Les  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s o n t  r a s s e m b l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  X V I I  ( p . 1 8 1  1 

s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  67 [ p .  1823. 

Nous v o y o n s  ( f i g u r e  67 , p. 1 8 2  1 q u e  l a  c o u r b e  d e s  v a l e u r s  

d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  p a r  u n i t é  d e  0.0. e n  f o n c t i o n  d u  t e m p s  

é c o u l é  a p r è s  l e  d é b u t  d e  l a  c u l t u r e ,  v a r i e  i n v e r s é m e n t  d e  c e l l e  d e  l a  c o n -  

c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  [ c o u r b e  d e  c r o i s s a n c e ) .  

Nous a v o n s  a n a l y s é ,  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1. l e s  S u r -  
1 

n a g e a n t s  a c e l l u l a i r e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n .  I I 

l 

Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e  l ' é c h a n t i l l o n  c o r r e s p o n d a n t  a u  1 
p o i n t  4  ( 1 4 3  h l  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  68A[p.1831 o n t  é té  c o m p a r é s  à c e u x  

o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d u  m i l i e u  r a d i o a c t i f  a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  l es  

c e l l u l e s  ( f i g u r e  68B , p .  1 8 3  1 .  La c o m p a r a i s o n  d e s  v a l e u r s  de l a  

d é v i a t i o n  s t a n d a r d  d e s  d i s t r i b u t i o n s  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  m o n t r e  q u ' i l  y a  

e u  u n e  très l é g è r e  d é p o l y m é r i s a t i o n  d u  DNA b a c t é r i e n  l o r s  d e  l ' i n c u b a t i o n  

a v e c  les  c e l l u l e s .  

L e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  é c h a n t i l l o n s ,  c o r r e s p o n d a n t  a u x  

a u t r e s  p o i n t s  d e  l ' e x p é r i e n c e  s o n t  i d e n t i q u e s .  
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T e m p s  ( h e u r e s )  

Fig. 67 

Absorption de DNA H de M. lysodeikticus par les cellules de S. obliquus en fonction de la 
croissance. 



N a  des f r a c t i o n s  

Na des f r a c t i o n s  

Fig. 68 

Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA 3~ de M. iysodeikticus) avant 
(8) et après (A) incubation avec les ce1 Iules de S. obliquus. 



3 .  ETUDE DE LA PRISE ET DU SORT D'UN DNA BACTERIEN 

Nous a v o n s  é t u d i é  l a  p r i s e  e t  l e  s o r t  d ' u n  DNA r a d i o a c t i f  b a c t é r i e n  

à t r o i s  moments  d e  l a  c r o i s s a n c e ,  o c  les  c o n c e n t r a t i o n s  c e l l u l a i r e s  d e  l a  

c u l t u r e  s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  é g a l e s  à 2,s x l o s ,  à 1.95 x I o 6  e t  à 8 .7  x I o 6  

c e l l u l e s  p a r  m l .  

L e s  c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s .  l e  s u r n a g e a n t  e s t  é c a r t é  e t  

r e m p l a c é  p a r  u n  même volume d e  t ampon p h o s p h a t e  (pH = 6.01 c o n t e n a n t  

35 ug /ml  d e  DNA 3~ d e  M. l y s o d e i k t i m s  ATCC 4698 [ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  

2 , 4  x 1 o6 dpm/ug, p o i d s  m o l é c u l a i r e  : 10 x 1  o6 d a l t o n s  1 .  L e s  c e l l u l e s  

s o n t  r e m i s e s  e n  s u s p e n s i o n  p u i s  i n c u b é e s  à 25 O C  p e n d a n t  2  h a v e c  a g i t a t i o n  

m o d é r é e .  En f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l a  s u s p e n s i o n  e s t  c e n t r i f u g é e  e t  a p r è s  

l a v a g e s .  les  c e l l u l e s  s o n t  remises e n  s u s p e n s i o n  d a n s  un même v o l u m e  d e  

m i l i e u  d e  c u l t u r e .  Une a l i q u o t e  e s t  p r é l e v é e  e n  v u e  d ' u n e  a n a l y s e  [ n o t é e - A l  

e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  e t  l e  r e s t e  d e s  c e l l u l e s  est c u l t i v é  p e n d a n t  72 h 

e n  p r é s e n c e  d e  ONA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. l y s o d e i k t i c u s  à l a  c o n c e n t r a t i o n  

d e  30  vg/ml .  

En f i n  d ' e x p é r i e n c e ,  l a  s u s p e n s i o n  est  c e n t r i f u g é e ,  l e  s u r n a -  

g e a n t  e t  l e  c u l o t  d e  c e l l u l e s  s o n t  c o n g e l é s  s é p a r é m e n t  e n  a t t e n d a n t  d ' ê t r e  

a n a l y s é s t a n a l y s e  n o t é e - B I .  

a. Analyse des échantillons prélevés en fin d'incubation avec le DNA 

radioactif bactérien 

1 .  A n a l y s e  d e s  m i l i e u x  d ' i n c u b a t i o n  

Les s u r n a g e a n t s  d ' i n c u b a t i o n  a c e l l u l a i r e s  o n t  é t é  a n a l y s é s  p a r  



c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1. La f i g u r e  6 9  i l l u s t r e  les  r é s u l t a t s  

d e  l ' a n a l y s e  d e  l ' é c h a n t i l l o n  c o r r e s p o n d a n t  a u  p o i n t  2 - A  ( 1 , 2 5  x 1 0 6  ce l -  

l u l e s  p a r  m l ] .  La v a l e u r  d e  l a  d é v i a t i o n  s t a n d a r d  d e  l a  c o u r b e  d e  d i s t r i -  

b u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e t  d e  l ' a b s o r p t i o n  U.V., est  très v o i s i n e . d e  

c e l l e  o b s e r v é e  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d u  m i l i e u  a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les 

c e l l u l e s  ( f i g u r e  638 , p .  183 1 ,  ce q u i  est  u n e  b o n n e  i n d i c a t i o n  d e  c e  

q u e  l e  DNA b a c t é r i e n  est peu m o d i f i é  l o r s  d e  l ' i n c u b a t i o n  a v e c  les c e l l u l e s .  

D e s  r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  é t é  o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d e s  

s u r n a g e a n t s  a c e l l u l a i r e s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  a u t r e s  p o i n t s  d e  l ' e x p é r i e n c e  

( ? - A  e t  3 - A ) .  

2.  A n a l y s e  d u  DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  

Echantillon correspondant au point 1-A I 2 , 9  x l o s  c e l l u l e s / m l l  . L e s  ré- 

s u l t a t s  d e  l a  f i l t r a t i o n  s u r  a g a r o s e  d u  l y s a t  c e l l u l a i r e  p a r t i e l l e m e n t  

p u r i f i é  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  70A , p. 187. On o b s e r v e  u n  s e u l  

p i c  e n  r a d i o a c t i v i t é .  

L e s  f r a c t i o n s  c o r r e s p o n d a n t  à ce p i c  o n t  é t é  r a s s e m b l é e s  e t  a n a -  

l y s é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsC1. Les r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  

p a r  l a  f i g u r e  7 0 8 . 0 n  v o i t  q u e  la  r a d i o a c t i v i t é  es t  p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  

d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  n e  s é d i m e n t e n t  p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

Echantillon correspondant au point 2-A ( 1 . 9 5  x 106 c e l l u l e s / m i l .  La f i g u r e  

7 1 ~  (p.1881 i l l u s t r e  les r é s u l t a t s  d e  l a  p u r i f i c a t i o n  du l y s a t  c e l l u l a i r e  

s u r  c o l o n n e  de S e p h a r o s e  48. On o b s e r v e  3 p i c s  en r a d i o a c t i v i t é .  

L e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  centrifugation e n  g r a d i e n t  d e  CsC1 
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Fig. 69 

Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA de [W. lysodeikticus) après 
incubation avec les cellules de S. obliquus. 
Référence de densité : DNA de Cl. perfringens (1.691 g/cm3 ). 
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Fig. 70 

Fig. 70A : filtration rnoléwlaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de S. obliquus, après incubation 
avec du DNA H de M. lysodeikticus, échantillon correspondant au point 1-A. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 26 à 32 (BI. 
Références de densite : DN A de phage 2C ( 1,742 g/cm3 ) , DN A de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 
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Fig. 71 

Fig. 71A : filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de S. obliquus, après incubation 
avec du DNA H de M. lysodeiktiws, échantillon correspondant au point 2-A. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 6 et 7 (BI, des fractions 13 à 15 (Cl et desfractions 17 et 18 (Di. 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 ), DNA de Cl. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 



d e s  f r a c t i o n s  6 e t  7  ( c o r r e s p o n d a n t  au p remie r  p i c  r a d i o a c t i f )  s o n t  i l l u s t r é s  

p a r  l a  f i g u r e  718 e t  mont ren t  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p r i n c i p a l e m e n t  

p a r  d e s  molécu les  s é d i m e n t a n t  d a n s  l e  g r a d i e n t  à l a  d e n s i t é  du DNA d e  

M. Zysodeikticus 11 ,73lg/cm3) .  S u r  l a  p a r t i e  gauche de  l a  courbe  d e  

d i s t r i b u t i o n ,  on o b s e r v e  un épaulement dû à d e s  molécu les  r a d i o a c t i v e s  q u i  

s é d i m e n t e n t  dans  l e  g r a d i e n t  au  n iveau  d e  l a  d e n s i t é  1 ,712  g/cm3, c o r r e s -  

pondant  à l a  d e n s i t é  du DNA d e  S. obliquus. Nous avons v é r i f i é  que  l a  

r a d i o a c t i v i t é  é t a i t  p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  s e n s i b l e s  à l a  DNase. 

La f i g u r e  7 1 C i l l u s t r e  les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  

en g r a d i e n t  d e  C s C 1  d e s  f r a c t i o n s  13 à 15 ( c o r r e s p o n d a n t  a u  2ième p i c  r a d i o -  

a c t i f  d e  la  f i g u r e  71A 1 :  on p e u t  v o i r  q u e  l a  c o u r b e  d e  d i s t r i b u t i o n  d e  

l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  l a r g e  e t  s ' é t e n d  s u r  p resque  t o u t  l e  g r a d i e n t .  C e t t e  

r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

d o n t  l a  d e n s i t é  en  g r a d i e n t  d e  C s C l  e s t  v o i s i n e  d e  c e l l e  d u  D N A  d e  

M. Zysodeikticus (1,731 g/cm3 1 . 

Les f r a c t i o n s  1 7  e t  18 ,  c o r r e s p o n d a n t  au 3ième p i c  r a d i o a c t i f  

[ f i g u r e  71A 1, o n t  é t é  a n a l y s é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C l  

e t  l e s  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  d a n s  l a  f i g u r e  710 . Dans c e  c a s .  l a  

r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  

q u i  ne s é d i m e n t e n t  pas  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

S i  on admet que  l a  g r a n d e  m a j o r i t é  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  

p a r  d e s  molécu les  d e  DNA d e  M. lysodeikticus, c o n n a i s s e n t  s o n  a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e ,  on peu t  e s t i m e r  q u ' e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l e  DNA b a c t é r i e n  

r e p r é s e n t e  e n v i r o n  0 , 3  % d e  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  du DNA d e s  c e l l u l e s .  



Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  des échant i l lons  correspondant au point 

3-A sont identiques à ceux trouvés pour l e s  échant i l lons  correspondant au 

point 2-A. 

b. Analyse des échant i l lons  en f i n  de chasse (après 72 h de cu l tu re )  

1. Analyse des surnageants 

Après centr i fugat ion des c e l l u l e s ,  l e s  surnageants ont é t é  analysés 

par cen t r i fuga t ion  en gradient  de C s C 1 .  Les r é s u l t a t s ,  pour l ' é chan t i l l on  

correspondant au point 2-8, son t  i l l u s t r é s  par l a  f i g u r e  72 [ p .  1911.. La valeur  

de l ' é c a r t  standard de l a  d i s t r i b u t i o n  de l a  r ad ioac t i v i t é  montre q u ' i l  

s ' a g i t  de molécules légèrement dépolymérisées. relâchées par l e s  c e l l u l e s .  

Le ONA non-radioactif ,  a jou té  au milieu de cu l t u r e  pour l a  chasse de 72 h ,  

n'a pas ou peu subi  de modificat ions.  

L'analyse des surnageants correspondant aux au t res  points  de 

l ' expér ience  (1-8 e t  3-81 donne l es  mêmes r é s u l t a t s .  

2. Analyse du ONA e x t r a i t  des c e l l u l e s  

Echanti l lon correspondant au point  1-B. Les c e l l u l e s  s e  sont  d iv i sées  

au moins deux f o i s ,  c a r  l a  concentrat ion c e l l u l a i r e  de l a  cu l tu re ,  égale  

à 2 ,9  x lo5  au début, é t a i t  égale à 1,46 x 106 c e l l u l e s  par m l  en f i n  de 

chasse. 

La f i g u r e  73A i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  la  pur i f i ca t ion  s u r  ge l  

d 'agarose du l y sa t  c e l l u l a i r e .  On observe u n  seu l  p ic  en r ad ioac t i v i t é .  

Les f r a c t i ons  1 7  à 20, correspondant à ce pic ,  ont é t é  rassemblées 

e t  analysées par centr i fugat ion en gradient  de C s C 1 .  Les r é s u l t a t s ,  i l l u s t r é s  
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Fig. 72 

Analyse en gradient de CsCl du surnageant acellulaire provenant de I'tScliantillon des cellules de 
S. obliquus incubées dans du milieu contenant du DNA 3~ de M. lysodeikticus puis cultivées 
pendant 72 h dans du milieu contenant du DNA non-radioactif de M. lysodeikticus. 
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Fig. 73A : fi l trat ion moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de S. obliquus, aprés incubation 
du D N A  ' H de M. lysodeikticus et  puis culture pendant 72  h en présence de D N A  non-radioactif de 
M. lysodeikticus, échantillon correspondant au point  1 -B. 
Analyse en gradient de CsCl des fractions 17 à 20 (8). 
Références de densité : DNA de phage 2C ( 1,742 g/cm3 1, D N A  de Cl. perfrngens (1,691 g/cm3 1. 



par l a  f i gu re  738, montrent que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par des molé- 

cules  de f a i b l e  poids moléculaire q u i  ne sédimentent pas dans l e  gradient .  

Echanti l lon correspondant au point 2-B. La concentration c e l l u l a i r e ,  au 

l départ  égale à 1,951 x 106 cellules/ml,  é t a i t  égale à 6,55 x 106 cellules/rnl  

en f i n  d 'expérience ; toutes  l e s  c e l l u l e s  s e  sont donc divisées  au moins 

une f o i s .  

La f i g u r e  74A i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  de l a  f i l t r a t i o n  sur  ge l  

d 'agarose du lysa t  c e l l u l a i r e  part iel lement pu r i f i é .  On observe 3  p ics  

1 en r ad ioac t i v i t é .  

Les r é s u l t a t s  d e  l ' ana lyse  des f r a c t i ons  6 e t  7 par cen t r i fuga t ion  

en gradient  de C s C l  sont i l l u s t r é s  par l a  f i gu re  748 [p. 1941. On observe une 

d i s t r i bu t i on  de l a  r ad ioac t i v i t é  consis tant  en u n  p ic  pr incipal  de rnolé- 

cules  dont l a  dens i t é  en gradient  de C s C 1  e s t  égale à 1,731 g/cm3 (dens i t é  

du DNA bactér ien  u t i l i s é 1  e t  u n  pic secondaire de molicules dont l a  dens i t é  

e s t  égale à environ 1,712 g/crn3 (dens i t é  du DNA de S. obZiquus 1. Nous avons 

v é r i f i é ,  dans ce  cas également, que l a  r ad ioac t i v i t é  é t a i t  portée par des 

molécules sens ib les  à l a  DNase. 

Les r é s u l t a t s  de l ' ana lyse  par cen t r i fuga t ion  en gradient  d e  C s C l  

des f r a c t i ons  12 à 1 4 ,  correspondant au 2ième pic rad ioac t i f  de l a  

f i gu re  74A, s o n t - i l l u s t r é s  par l a  figure-74C (p.1941. On voi t  que l a  rad ioac t i -  

v i t é  e s t  portée par des molécules de poids moléculaire assez f a ib l e .  qui 

sédirnentent dans l e  gradient  en formant une d i s t r i bu t i on  assez large ,  e t  

d o n t  l a  dens i t é  moyenne e s t  voisine de c e l l e  d u  ONA de M. Zysodeikticus 

(1,731 g/cm31. 
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Fig. 74 

Fig. 74A : filtration moléculaire sur gel d'agarose du lysat de cellules de S. obliquus. après incubation 
avec du DNA H de M. lysodeikricus 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 e t  7 (Bi, des fractions 12 à 14 (Cl et des fractions 16 à 18 (Dl. 
Références de densit6 : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 ), DNA de Cl. perfringens (1,691 g/cm3 1. 



Les r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  CsC1 

d e s  f r a c t i o n s  16 à 18 c o r r e s p o n d a n t  au  3ième p i c  r a d i o a c t i f  d e  l a  f i g u r e  7 4 A ( ~ * 1 9 4 )  

s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  7 4 0  e t  m o n t r e n t  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  

p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  q u i  ne s é d i m e n t e n t  

p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t .  

C o n n a i s s a n t  l a  r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  du DNA d e  M.  lysodeikticus. 

on p e u t  estimer q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  p o r t é e  p a r  les m o l é c u l e s  q u i  s é d i m e n t e n t  

à l a  d e n s i t é  du DNA b a c t é r i e n .  r e p r é s e n t e  une  q u a n t i t é  d e  ONA d e  Micrococcus 

q u i  sera i t  é g a l e  à e n v i r o n  0 , l  % d e  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d e  DNA. 

L o r s  d e  l ' a n a l y s e  d e  l ' é c h a n t i l l o n  c o r r e s p o n d a n t  au  p o i n t  3-8 d e  

l ' e x p é r i e n c e ,  d e s  r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s  o n t  é t é  o b t e n u s .  

Ces e x p é r i e n c e s  o n t  é t é  r é p é t é e s  p l u s i e u r s  f o i s  d a n s  les mêmes 

c o n d i t i o n s  a v e c  d ' a u t r e s  p r é p a r a t i o n s  d e  DNA r a d i o a c t i f  d e  M. lysodeikticus, 

et  d e s  r é s u l t a t s  s e m b l a b l e s  o n t  t o u j o u r s  é t 6  o b t e n u s .  

En c o n c l u s i o n  d e  c e t t e  é t u d e  b i o c h i m i q u e ,  i l  semble  q u ' o n  p u i s s e  

d i r e  q u e  l e s  c e l l u l e s  d e  S. obiiiquus. se t r o u v a n t  au  m i l i e u  ou  e n  f i n  d e  

p h a s e  d e  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e ,  peuven t  a b s o r b e r  du DNA d e  M. Zysodeikticus 

e t  l e  g a r d e r  au  m o i n s  en  p a r t i e  s a n s  g r a n d e  m o d i f i c a t i o n  a p r è s  une  ou  

p l u s i e u r s  d i v i s i o n s  c e l l u l a i r e s .  

4. ETUDE PAR AUTORADIOGRAPHIE E T  PAR HYBRIDATION MOLECUMIRE 

Au vu d e  ces r é s u l t a t s ,  nous  nous  sommes r e n d u  compte q u ' u n e  é t u d e  p a r  

a u t o r a d i o g r a p h i e  d u  phénomnèe é t a i t  n é c e s s a i r e .  En e f f e t ,  q u ' e l l e  q u e  s o i t  

l a  l o c a l i s a t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t g  ( ~ e m b r a n a i r e .  c y t o p l a s m i q u e  ou n u c l é a i r e ) ,  



l ' ana lyse  par u l t racen t r i fuga t ion  en gradient  de C s C l  donnerait l e s  mëmes 

r é s u l t a t s .  

D'autre pa r t ,  comme c ' e s t  en s e  basant sur  l e  c r i t è r e  de dens i t é  

que nous sommes a r r i vé s  à la  conclusion queles  c e l l u l e s  é t a i en t  capables 

d 'absorber e t  de garder du DNA bactérien exogène, i l  devenait souhaitable 

de confirmer c e t t e  observation en u t i l i s a n t  une au t r e  technique basée sur 

u n  au t re  paramètre s i  c ' é t a i t  possible.  

L'analyse par hybridation moléculaire des molécules radioact ives  

e x t r a i t e s  des c e l l u l e s  en f i n  d 'expérience nous o f f r a i t  c e t t e  p o s s i b i l i t é .  

Cet te  méthode d 'analyse  e s t  en e f f e t  basée s u r  u n  tou t  au t r e  c r i t è r e  e t  i 
e s t ,  de plus, hautement spécif ique.  1 
A. Etude autorad iographique 

E n  f i n  d ' incubation avec du  DNA radioact i f  de M. Zysodeikticus 

e t  en f i n  de chasse avec d u  DNA non-radioactif de M. Zysodeikticus, une 

a l iquo te  des c e l l u l e s  a  é t é  prélevée pour une étude par autoradiographie,  

une p a r t i e  des c e l l u l e s  é tant  déposée sur  des lames de microscope [ f r o t t i s )  

e t  l ' a u t r e  p a r t i e  é tan t  préparée pour f a i r e  des coupes histologiques (vo i r  

l e  chap i t re  matériel  e t  méthodes, X V I  . 

L'analyse par u l t racen t r i fuga t ion  en gradient  de C s C l  d u  DNA 

e x t r a i t  des c e l l u l e s .  f a i t e  en pa r a l l è l e ,  a  confirmé l e s  r é s u l t a t s  obtenus 

précédemment, à savoir  que l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée principalement par 

des molécules q u i  o n t  une dens i t é  égale à c e l l e  d u  ONA de M. Zysodeikticus. 



1. C e l l u l e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  l e  DNA 3~ d e  M. l y sode ik t i cus  

L'oxamen d e s  f r o t t i s  m o n t r e  q u e  la r a d i o a c t i v i t é .  v i s u a l i s é e  p a r  

la  p r é s e n c e  d e s  g r a i n s  d ' a r g e n t ,  est l o c a l i s é e  a u  n i v e a u  d e s  c e l l u l e s  [ p h o t o  1 1 .  

C e t t e  o b s e r v a t i o n  es t  c o n f i r m é e  p a r  l ' e x a m e n  d e s  c o u p e s  q u i  p e r -  

met d e  d i r e  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  es t  i n t r a c e l l u l a i r e  ( p h o t o  2 ,  p .  1 9 9 1  

2 .  C e l l u l e s  e n  f i n  d ' e x p é r i e n c e .  a p r è s  72 h  d e  c h a s s e  e n  p r é s e n c e  d e  DNA 

b a c t é r i e n  n o n - r a d i o a c t i f  

L ' examen des f r o t t i s ( p h o t 0  3 ,  p. 2001  m o n t r e  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  est 

l o c a l i s é e  a u  n i v e a u  d e s  c e l l u l e s .  

L 'examen d e s  c o u p e s  ( p h o t o  4, P. 2 0 1 )  m o n t r e  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  est  

i n t r a c e l l u l a i r e .  

La p e t i t e  t a i l l e  des c e l l u l e s  n e  p e r m e t  p a s  u n e  l o c a l i s a t i o n  p l u s  

s p é c i f i q u e  a u  m i c r o s c o p e  o p t i q u e .  

b. Analyse par hybridation moléculaire 

C e t t e  é t u d e  a  é t é  e n t r e p r i s e  d a n s  l e  b u t  d e  c a r a c t é r i s e r  e t  

d ' i d e n t i f i e r  les  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  e x t r a i t e s  d e s  c e l l u l e s  e n  f i n  d ' e x -  

p é r i e n c e  e t  q u i  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  o n t  l a  même d e n s i t é  q u e  c e l l e  d u  DNA 

d e  M. Zysode ik t ims  u t i l i s é  p o u r  l ' i n c u b a t i o n .  

Nous a v o n s  t o u t  d ' a b o r d  d é f i n i  les l imites d e  l a  m é t h o d e  d a n s  

n o s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  e n  d é n a t u r a n t  p u i s  e n  r e n a t u r a n t  u n e  f a i b l e  

q u a n t i t é  ( 1  ugl  d e  ONA t r i t i é  d e  M. l y sode ik t i cus  e n  p r é s e n c e  d ' u n  excès 

(13 rigl d e  DNA n o n - r a a i o a c t i f  d e  M. lysodeiktictcs. 



PHOTO 1 

Autoradiographies de f r o t t i s  de ce l lu les  de S. obliquus, incubees 
3 pendant 2 heures avec du DNA H de M. lysodeikticus 



PHOTO 2 

Autoradiographies de coupes semi-f ines de ce1 l u l e s  de S. obliquus, 
3 incubées pendant 2 heures avec du DNA H de M. lysodeikticus 



PHOTO 3 
(y) 

Autoradiographies de f r o t t i s  de ce1 1 ules de S. obZiquus, incubées L , L ~ ~  
3 Le pendant 2 heures avec du DNA H de M. Zysodeikticus puis cul t ivées 

pendant 72 heures en présence de DNA non-radioactif  de M. Zysodeikticus 



PHOTO 4 

Autoradi ographies de coupes serni - f i n e s  de ce1 1 ules de S. obliquus , 
3 incubées pendant 2 heures avec du DNA H de M. Zysodeikticus puis 

c u l t i v é e s  pendant 72 heures en présence de DNA non-radioact i f  de 

M. Zysodeikticus 



La T r a c t i o n  h y b r i d e  r é a s s o c i é e  a  é t é  i s o l é e  p a r  c h r o m a t o g r a p h i e  

s u r  h y d r o x y l a p a t i t e  e t  caractérisée p a r  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  t e m p é r a t u r e  

d e  f u s i o n  p a r  é l u t i o n  t h e r m i q u e .  

L e s  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  75A e t  o n  p e u t  v o i r  

q u e  d a n s  n o s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  e n v i r o n  5 7  % d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  

mise e n  r é a c t i o n  est p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  h y b r i d e s  r e n a t u r é e s  d o u b l e -  

c h a i n e  e t  q u e  l a  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  d e  l ' h y b r i d e  est  é g a l e  à 8 5  OC. 

L e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  l o r s  d e  l a  d é n a t u r a t i o n  e t  r é a s s o c i a t i o n  

d e s  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  e x t r a i t e s  d e s  c e l l u l e s .  e n  p r é s e n c e  d ' u n  e x c è s  

(13 ugl d e  ONA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. lysodeikticus s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  

f i g u r e  7 5 8  (p .  2031. 

E n v i r o n  3 7 . 5  % d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  mise e n  e x p é r i e n c e  s o n t  p o r t é s  p a r  d e s  

m o l é c u l e s  h y b r i d e s  d o u b l e - c h a l n e .  La t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  d e  l ' h y b r i d e .  

estimée p a r  é l u t i o n  t h e r m i q u e ,  est é g a l e  à 8 7  OC. t e m p é r a t u r e  très v o i s i n e  

d e  c e l l e  o b s e r v é e  l o r s  d e  l a  f u s i o n  d e  l ' h y b r i d e  f o r m é  p a r  r é a s s o c i a t i o n  d e  

DNA t r i t i é  e t  n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. lysodeikticus [ f i g u r e  75A,p.2031.  

L e s  p o u r c e n t a g e s  d e  r é a s s o c i a t i o n  d a n s  l e s  d e u x  e x p é r i e n c e s  s o n t  

c o m p a r a b l e s  s i  l ' o n  t i e n t  c o m p t e  d u  f a i t  q u e  d a n s  l e  s e c o n d  c a s ,  l a  r a d i o -  

a c t i v i t é  mise e n  e x p é r i e n c e  est p o r t é e  p a r  d e u x  t y p e s  d e  m o l é c u l e  I f i g u r e . 7 4 8 1 ,  

les  u n e s  d o n t  l a  d e n s i t é  est é g a l e  o u  v o i s i n e  d e  c e l l e  d u  DNA d e  l ' a l g u e  e t  

q u i  r e p r é s e n t e n t  d o n c  e n v i r o n  20 % d e  l a  p o p u l a t i o n ,  les a u t r e s  d o n t  l a  

d e n s i t é  e s t  é g a l e  ou v o i s i n e  d e  c e l l e  d u  DNA d e  M. lysodeikticus. 

Dans  u n e  t r o i s i è m e  e x p é r i e n c e ,  n o u s  a v o n s  d é n a t u r é  p u i s  r e n a t u r é  

d u  DNA r a d i o a c t i f  a e  S. obZiquus e n  p r é s e n c e  d ' u n  e x c è s  (13 ugl d e  DNA 



Fig. 75 

Analyse par thennochromatographie sur HAP après réassociation moléculaire. 
A : ON A H de /W. lysodeikticus 
B : DNA extrait des cellules après incubation avec du DNA 3~ de M. lysodeikticus et puis culture 

pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif de M. lysodeikticus 
C : DNA H de S. obliquus 
dénaturés et renaturés en présence d'un excès de DNA non-radioactif de M. lysodeikticus. 



n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. Zysodeikticus. 

Les  r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  75C ( p .  2031,  -On p e u t  

c o n s t a t e r  q u e  93 % d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  mise e n  e x p é r i e n c e  s o n t  p o r t é s  

p a r  d e s  m o l é c u l e s  d é n a t u r é e s  non  r é a s s o c i é e s  e t  q u e  l e s  7 % r e s t a n t  s o n t  

p o r t é s  p a r  d e s  m o l é c u l e s  " f a u x - h y b r i d e s " .  L o r s  d e  l ' é l u t i o n  t h e r m i q u e ,  e n  

e f f e t ,  o n  n ' o b s e r v e  p a s  l ' a l l u l e  s i g m o ï d e  c a r a c t é r i s t i q u e  des c o u r b e s  d e  

f u s i o n  d e  DNA b i - c a t é n a i r e s .  

5. PRISE ET SORT DE DNA 3~ d e  B.  subt i l i s  

P o u r  n o s  e x p é r i e n c e s  p r é c é d e n t e s .  n o u s  a v o n s  t o u j o u r s  u t i l i s é  d u  

ONA d e  M. Zysodeikticus d o n t  l a  d e n s i t é  (1 ,  731 g/crn3 1 é t a i t  p l u s  é l e v é e  

q u e  c e l l e  d u  DNA d e  l ' a l g u e  ( 1 , 7 1 2  g/crn3 1 .  

Il é t a i t  i n t é r e s s a n t  d ' u t i l i s e r  un ONA b a c t é r i e n  d ' u n e  a u t r e  

d e n s i t é  e t  d e  v o i r  s i  n o u s  o b t i e n d r i o n s  l e  même g e n r e  d e  r é s u l t a t .  Nous 

a v o n s  c h o i s i  l e  ONA d e  B. subtiZis q u ' o n  p e u t  o b t e n i r  p o r t e u r  d ' u n e  a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  é l e v é e  e t  d o n t  l a  d e n s i t é  ( 1 , 7 0 3  g/cm3 1 est  n e t t e m e n t  d i f f é r e n t e  

d e  c e l l e  d e  ONA d e  S. obliquus. 

Nous a v o n s  s u i v i  e x a c t e m e n t  l e  même p r o t o c o l e  e x p é r i m e n t a l  q u e  

l o r s  d e s  e s s a i s  a v e c  l e  DNA d e  M. lysodeikticus. D e s  c e l l u l e s  p r o v e n a n t  

d ' u n e  c u l t u r e  e n  p h a s e  d e  c r o i s s a n c e  e x p o n e n t i e l l e  ( c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  = 

1 . 6  x 1 0 6  c e l l u l e s / m l 1 ,  o n t  é t é  i n c u b é e s  p e n d a n t  2 h e u r e s  à 25 O C  d a n s  

d u  t a m p o n  p h o s p h a t e  [pH = 6 , 3 1  c o n t e n a n t  d u  DNA r a d i o a c t i f  d e  B. subtiZis 

( r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  = 3 .9  x 106 dpm/ug : c o n c e n t r a t i o n  = 30 pg / rn l l .  

En f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l a  s u s p e n s i o n  a  é t é  c e n t r i f i g é e ,  l e  s u r n a g e a n t  a  é t é  



congelé en at tendant d ' ê t r e  analysé e t  l e s  c e l l u l e s ,  après lavages, 

ont é t é  remises en suspension dans u n  même volume de milieu de cu l tu re .  

Une a l iquo te  a  é t é  prélevée en vue de l ' ana lyse  des c e l l u l e s  en f i n  d ' incu-  

bation avec l e  DNA r ad ioac t i f ,  e t  l e  r e s t an t  a  é t é  c u l t i v é  à 25 O C  pendant 

72 heures en présence de DNA non-radioactif de B. subtiZis (concentrat ion = 

30 pg/mll. Le surnageant a c e l l u l a i r e  de l ' é chan t i l l on  prélevé en f i n  

d ' incubation avec l e  DNA radioact i f  a  é t é  analysé par centr i fugat ion en 

gradient  de C s C 1 .  

Les r é s u l t a t s  sont i l l u s t r é s  par l a  f i gu re  76A [ p .  2061 e t  comparés 

à ceux obtenus l o r s  de l ' ana lyse  du milieu rad ioac t i f  avant l ' i ncuba t ion  

avec l e s  c e l l u l e s  [ f i gu re  768 ,p. 206 1 .  La comparaison des dévia- 

t ions  standard des courbes de d i s t r i bu t i on  de l a  r ad ioac t i v i t é  e t  de l ' a b -  

sorption en U.V. montre que l e  DNA bactér ien  a  é t é  légèrement dépolymérisé 

l o r s  de l ' i ncuba t ion  avec l e s  c e l l u l e s .  

Le DNA e x t r a i t  des c e l l u l e s  a  é t é  p u r i f i é  par f i l t r a t i o n  molécu- 

l a i r e  s u r  ge l  d 'agarose e t  analysé par centr i fugat ion en gradient de  C s C 1 .  

Les r é s u l t a t s  sont i l l u s t r é s  par l a  f igure  77(p. 2071 e t  on voit  que 

l a  r ad ioac t i v i t é  e s t  portée par des molécules assez dépolymérisées q u i  

sédimentent dans l e  gradient  en formant une d i s t r i bu t i on  assez  l a rge  dont 

l e  mode s e  s i t u e  aux environs de l a  dens i t é  de 1 , 7 0 3  g/cm3, dens i t é  égale  

à c e l l e  du DNA bactér ien  u t i l i s é .  

Des r é s u l t a t s  identiques ont é t é  obtenus l o r s  de l ' ana lyse  par 

centr i fugat ion en gradient  de C s C l  du DNA e x t r a i t  des c e l l u l e s ,  après l a  

période de chasse de 72 h en présence de DNA non-radioactif de B. subitizis. 



N' des f r a c t i o n s  

No  d e s  f r a c t i o n s  

Fig. 76 

Analyse en gradient de CsCl des milieux radioactifs (contenant du DNA H de B. subtilis) avant (BI 
et après (A) incubation avec les cellules de S. obliquus. 



Fig. 77 

No  des f r a c t i o n s  

Analyse en gradient de CsCt du DNA extrait des cellules de S. obliquus en fin d 'incubation avec du 
DNA H de B. wbtilis. 
Références de densite : DNA de phage 2C (1,742 g/cm"), DNA de CI. perfringens ( 1,691 g/cm3 1). 



Ces  r é s u l t a t s  m o n t r e n t  donc  q u e  l a  d e n s i t é  d e s  m o l é c u l e s  r a d i o -  

a c t i v e s ,  e x t r a i t e s  d e s  c e l l u l e s  en  f i n  d ' e x p é r i e n c e ,  c o r r e s p o n d  p r i n c i p a l e -  

ment  à l a  d e n s i t é  du DNA u t i l i s é  p o u r  l ' i n c u b a t i o n .  

6 .  ACTION DE LA DNase 

Dans les  e x p é r i e n c e s  p r é c é d e n t e s .  les c e l l u l e s .  a p r è s  l ' i n c u b a -  

t i o n  d a n s  du  tampon p h o s p h a t e  c o n t e n a n t  l e  DNA t r i t i é  b a c t é r i e n  [M. lysodeikticus 

ou B. sub t i l i s l .  n ' o n t  p a s  é t é  t r a i t é e s  p a r  l a  ONase. comme c e l a  se  f a i t  

normalement  a v e c  l e s  b a c t é r i e s .  

Nous a v i o n s  r emarqué  en  e f f e t  q u e  d e s  a l g u e s  t r a i t é e s  p a r  l a  

DNase se d é c o l o r a i e n t  e t  n e  se d é v e l o p p a i e n t  p l u s .  

Nous a v o n s  c e p e n d a n t  é t u d i é  l ' a c t i o n  d e  l a  DNase s u r  d e s  c e l l u l e s  

en  f i n  d ' e x p é r i e n c e ,  c ' e s t - à - d i r e ,  a p r è s  l a  p é r i o d e  d e  c h a s s e  d e  72 h e u r e s  

en  p r é s e n c e  d e  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. Zysodeikticus. Les  c e l l u l e s  o n t  

é t é  c e n t r i f u g é e s ,  l a v é e s  p u i s  i n c u b é e s  p e n d a n t  1 5  min à 37 O C  a v e c  u n e  s o l u -  

t i o n  d e  DNase [ c o n c e n t r a t i o n  = 20 pg/ml l  c o n t e n a n t  éga l emen t  d u  MgSOL, 

( c o n c e n t r a t i o n  : 5 m N 1 .  

Le ONA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  a  é t é  p u r i f i é  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  

g e l  d ' a g a r o s e  p u i s  a n a l y s é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  CsC1. L e s  

r é s u l t a t s  d e  c e t t e  a n a l y s e  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  i i g u r e  7 8 ( ~ = 2 0 9 ) *  On 

v o i t  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  deux  e s p è c e s  m o l é c u l a i r e s  d o n t  

l ' u n e ,  f o r m a n t  l e  p i c  p r i n c i p a l ,  s é d i m e n t e  d a n s  l e  g r a d i e n t  à une p o s i t i o n  

q u i  c o r r e s p o n d  à c e l l e  du DNA d e  1 ' a l g u e  ! 1 , 7 1 2  g / c m 3  1 ,  e t  l ' a u t r e  à une  

p o s i t i o n  q u i  c o r r e s p o n d  à c e l l e  du  DblA d e  M. lysodeikticus (1 .731  .g/crn3l. 



Fig. 78 

I 

4'0 

No des f r ac t ions  

Analyse en gradient de CsCl du DNA extrait des cellules de S. obliquus incubées avec du DNA H 
de M. lysodeiktiws puis cultivées pendant 72 h en présence de DNA non-radioactif de 
M. lysodeikticus et enfin traitées par fa DNase. 
Référence de densitr? : DN A de Cl. pertringens ( 1,691 g/crn3 1. 



S i  on  compare  ces r é s u l t a t s  à c e u x  o b t e n u s  l o r s  d e  l ' a n a l y s e  d a n s  

les mêmes c o n d i t i o n s  du DNA e x t r a i t  d ' a l g u e s  non t r a i t é e s  e n  f i n  d ' e x p é -  

r i e n c e  p a r  l a  DNase icomrne c e u x  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e 7 4 8 ,  p.194 1, o n  

v o i t  q u e  l o r s q u e  les  a l g u e s  s o n t  t r a i t é e s  p a r  l a  DNase, l e  p i c  q u i  s é d i -  

men te  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  à l a  p o s i t i o n  q u i  c a r r e s p o n d  à c e l l e  du ONA d e  

M. Zysodeikticus est beaucoup  moins  i m p o r t a n t .  

Il s e m b l e  donc  q u ' u n e  p a r t i e  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  

d e s  m o l é c u l e s  qui ,  b i m  q u ' i n t r a c e l l u l a i r e s  comme s e m b l e  l ' i n d i q u e r  l ' é t u d e  

p a r  a u t o r a d i o g r a p h i e ,  s o n t  a c c e s s i b l e s  à l a  DNase exogène .  

7 .  RECHERCHE DE CONTAMINANTS EVENTUELS 

La s t é r i l i t é  d e s  c u l t u r e s  a  é t é  v é r i f i é e  r é g u l i è r e m e n t  p a r  p r é -  

l è v e m e n t  d ' a l i q u o t e s  e t  é t a l e m e n t  s u r  m i l i e u  r i c h e  p o u r  b a c t é r i e s  o u  cham- 

p i g n o n s .  

Nous a v o n s  d e  p l u s  t e s t é  l e s  c u l t u r e s  p o u r  l a  p r é s e n c e  é v e n t u e l l e  

d e  v i r u s  e t / o u  d e  mycoplasmes ,  q u i  e x i g e n t  d e s  c o n d i t i o n s  e t  m i l i e u x  d e  

c u l t u r e  s p é c i a u x .  

Les c e l l u l e s  (21 1 o n t  é t é  c u l t i v é e s  en  p r é s e n c e  d  0 a a é n i n e - 2 - ~ ~  

( 1 5  Ci/mN. 0 , 2  mCi/mll j u s q u ' a u  d é b u t  d e  l a  p h a s e  s t a t i o n n a i r e  ; un j o u r  

a v a n t  l ' a r r ê t  d e  l a  c u l t u r e ,  d e  l ' u r i d i n e - ~ - ~ ~  (28  C i / m N ,  2 mCi/100 m l )  

e s t  a j o u t é  à l a  c u l t u r e .  

La s u s p e n s i o n  e s t  c e n t r i f u g é e  à b a s s e  v i t e s s e  p o u r  s é d i r n e n t e r  les  

c e l l u l e s .  Le s u r n a g e a n t  est  e n s u i t e  c e n t r i f u g é  à h a u t e  v i t e s s e ,  e t  l e  c u l o t ,  



r e m i s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  du tampon TNE,  e s t  a n a l y s é  pa r  c e n t r i f u g a t i o n  en 

g r a d i e n t  d e  s u c r o s e  15-65 %. 

Les r é s u l t a t s  s o n t  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  79A ,P .  212 

Le g r a d i e n t  a  é t é  c a r a c t é r i s é  p a r  l a  d é t e r m i n a t i o n  d e  l ' i n d i c e  d e  r é f r a c -  

t i o n  d e  c e r t a i n e s  f r a c t i o n s .  

On o b s e r v e  deux p i c s  d e  d i s t r i b u t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o -  

i n s o l u b l e .  l ' u n  d o n t  l a  d e n s i t é  en g r a d i e n t  d e  s u c r o s e  e s t  v o i s i n e  d e  

1 ,080  g/crn3, l ' a u t r e  d o n t  l a  d e n s i t é  e s t  v o i s i n e  d e  1,265 g / c m 3 .  

Le DNA p u r i f i é  e t  l e s  c e l l u l e s  d e  S. obtiquus, c e n t r i f u g é s  e n  

g r a d i e n t  d e  s u c r o s e  15-65 % d a n s  l e s  mêmes c o n d i t i o n s ,  séd imenten t  à d e s  

d e n s i t é s  r e s p e c t i v e m e n t  é g a l e s  à 1 ,095  e t  1 ,255 g/cm3. 

Les f r a c t i o n s  6  à 15 [ f i g u r e  ElA , p .  212 1. c o r r e s p o n d a n t  a u  

l e r  p i c  r a d i o a c t i f ,  o n t  é t é  r a ssemblées .  d i a l y s é e s  c o n t r e  d u  tampon TNE, 

e t  a n a l y s é e s  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C l  en  vue d e  l ' i d e n t i f i c a -  

t i o n  du m a t é r i e l  r a d i o a c t i f .  Les r é s u l t a t s ,  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  798 , p 212 

mont ren t  que  l e s  molécu les  r a d i o a c t i v e s  s é d i m e n t e n t  dans  l e  g r a d i e n t  e n  

formant  une d i s t r i b u t i o n  a s s e z  l a r g e  d o n t  l e  mode e s t  s i t u é  à une p o s i t i o n  

c o r r e s p o n d a n t  à une d e n s i t é  v o i s i n e  d e  1 ,717 g/cm3, d e n s i t é  q u i  e s t  a s s e z  

p roche  d e  c e l l e  du DNA d e  l ' a l g u e .  La RNase e s t  s a n s  e f f e t  s u r  c e  m a t é r i e l  

q u i  p a r  c o n t r e  e s t  h y d r o l y s é  p a r  a c t i o n  d e  l a  DNase. 

Les f r a c t i o n s  37à  53. c o r r e s p o n d a n t  au second p i c  r a d i o a c t i f  d e  

l a  f i g u r e  7% , o n t  également é t é  r a s s e m b l é e s  e t  d i a l y s é e s  c o n t r e  d u  tampon 

TNE . 
Dans c e s  f r a c t i o n s  q u i  p r é s e n t a i e n t  une l é g è r e  c o l o r a t i o n  v e r t e ,  p a r  examen 



M. des l r ~ t l l o n s  

O so 
Mm des I rac l lons  

Fig. 79 
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W des 1  racl ions 

Fig. 79A : analyse en gradient de sucrose 15.65%. du culot de centrifugation du surnageant acellulaire 
d'une culture radioactive de S. obliquus. 
Le gradient est caractérisé par la détermination de l'indice de réfraction de certaines fractions. 
Analyse en gradient de CsCl 
Fig. 798 : fractions 6 à 15 de la fig. 79A 
Fig. 79C : fractions 37 à 53 de la fige 79A. 
Références de densité : DNA de phage 2C (1,742 g/cm3 1, DNA de Cl. perfringens ( 1,691 g/cm3 1. 



au m i c r o s c o p e  o p t i q u e .  nous  a v o n s  d é c e l é  l a  p r é s e n c e  d e  d é b r i s  c e l l u l a i r e s  

e t  même d e  c e l l u l e s .  Ces  m a t é r i a u x  o n t  é t é  é l i m i n é s  s o i t  p a r  une n o u v e l l e  

c e n t r i f u g a t i o n  à b a s s e  v i t e s s e .  s o i t  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  f i l t r e  N i l i p o r e  

0,22 Mm. Le s u r n a g e a n t  et l e  f i l t r a t  o n t  é t é  a n a l y s é s  e t  nous  a v o n s  o b s e r v é  

q u e  l a  RNase e t  l a  DNase é t a i e n t  s a n s  e f f e t  s u r  l e  m a t é r i e l  r a d i o a c t i f .  

L ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en  g r a d i e n t  d e  CsC1 [ f i g u r e  79C ,p .  212 1 

m o n t r e  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  s é d i m e n t e  d a n s  l e  g r a d i e n t  en  f o r m a n t  u n e  d i s -  

t r i b u t i o n  a s s e z  é t r o i t e ,  à u n e  p o s i t i o n  où l a  d e n s i t é  e s t  é g a l e  à e n v i r o n  

1 , 6 8 8  g/crn'. 

Nous a v o n s  a u s s i  o b s e r v é  q u ' a p r è s  i n c u b a t i o n  à 37 O C  p e n d a n t  

60 min d e  ce m a t b r i e 1  a v e c  d e  l a  p r o t e i n a s e  h [ c o n c e n t r a t i o n  = 100 ~ g / m l l ,  

l e  matériel r a d i o a c t i f  d e v e n a i t  s e n s i b l e  à l a  DNase t a n d i s  q u e  l a  RNase 

n ' a v a i t  p a s  d ' e f f e t .  

En r é sumé ,  ce matériel r a d i o a c t i f  p o s s è d e  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  

s u i v a n t e s  : 

d e n s i t é  e n  g r a d i e n t  d e  s u c r o s e  1,265 g/cm3 

d e n s i t é  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl 1.688 g/cm3 

n ' e s t  p a s  r e t e n u  p a r  l e  f i l t r e  M i l l i p o r e  d o n t  les p o r e s  o n t  un  

d i a m è t r e  d e  0,22 Mm 

es t  i n s e n s i b l e  à la  DNase e t  à l a  RNase 

s e m b l e  ê t r e  complexé  à d e s  p r o t é i n e s  q u i  s o n t  s e n s i b l e s  à l ' a c t i o n  

d e  l a  p r o t e i n a s e  K. 

a p r è s  a c t i o n  d e  l a  p r o t e i n a s e  K. d e v i e n t  s e n s i b l e  à l a  DNase t o u t  en  

r e s t a n t  r é s i s t a n t  à l ' a c t i o n  d e  l a  RNase. 



Ces d i f f é r e n t s  carac tères  permettent d ' e x c l u r e  un ensemble i 
d'organismes pa ras i t es  t e l s  que bac té r i es .  champignons e t  v i r u s  à ONA ou 

à RNA. Par contre,  il p o u r r a i t  s ' a g i r  de mycoplasmes. Ces organismes 

ont  é t é  observés chez beaucoup d'espèces végéta les.  Les r é s u l t a t s  de  n o t r e  

étude ne permet tent  cependant pas de donner une conc lus ion  d é f i n i t i v e .  

Mais ces études permet tent  de donner une réponse c l a i r e  à l a  

quest ionque nous nous é t i o n s  posée, l e s  c e l l u l e s  de S. obliquus ne son t -  

e l l e s  pas porteuses d'organismes p a r a s i t e s  se développant en symbiose 

avec e l l e s  e t  q u i  pou r ra ien t  donner l i e u  à une i n t e r p r é t a t i o n  fausse de 

r é s u l t a t s  que nous av ions  observés ? Même s i  de t e l s  organismes e x i s t e n t ,  

l a  réponse e s t  n e t t e  e t  négat ive.  du moins dans l ' é t a t  a c t u e l  de nos con- 

naissances. Ces examens b iochimiques o n t  é t é  complétés par  une étude du 

m a t é r i e l  en microscope é lec t ron ique.  

La souche de S. obliquus n ' a v a i t  pas encore f a i t  l ' o b j e t  d 'une 

étude de ce genre. Par  contre.  l e s  souches S. pannonieus, S. longus on t  

é t é  étudiées p a r  STAEHELIN e t  PICKETT-HEAPS t 1975 1 e t  PICKETT-HEAPS e t  

STAEHELIN (1975 1 e t  S. obtusiusculus par  NILSHAMMAR e t  son groupe (1972, 

1974. 1975 e t  19761. 

Nous avons essayé de préparer  l e s  c e l l u l e s  de S. obliquus pour 

l 'examen en microscope é lec t ron ique,  en u t i l i s a n t  l e s  procédés u t i l i s é s  par  

ces auteurs. Nous n'avons pas obtenu de t r è s  b o n s r é s u l t a t s  e t  nous avons dû 

mod i f i e r  l e s  méthodes. Deux procédés nous on t  donné s a t i s f a c t i o n ,  l ' u n  

par  une technique de f i l t r a t i o n  sur  f i l t r e  M i i l i p o r e  ( l e s  algues, en couche 

mince, sont t r a i t é e s  s u r  l e  f i l t r e ) ,  l ' a u t r e  par  une technique en t u b e  3 

essa i  [ l e s  a lgues sont t r a i t é e s  en c u l o t  1. 



Avec l e  p r e m i e r  p r o c é d é ,  les s t r u c t u r e s  s o n t  b i e n  p r é s e r v é e s  

d a n s  t o u t e s  les c e l l u l e s ,  t a n d i s  q u ' a v e c  l e  second  p r o c é d é ,  l e s  r é s u l t a t s  

s o n t  t r è s  bons  p o u r  30 % d e s  c e l l u l e s .  

L'examen d e s  c o u p e s  f i n e s  en  m i c r o s c o p e  é l e c t r o n i q u e  a  p e r m i s  

un c e r t a i n  nombre d ' o b s e r v a t i o n s  i n t é r e s s a n t e s  : l a  p l u p a r t  d e s  c e l l u l e s  

s o n t  i n d i v i d u e l l e s ,  mais nous  a v o n s  é g a l e m e n t  o b s e r v é  ( p h o t o  5 .P-  2 1 6 )  

d e s  c e l l u l e s  a u t o s p o r e s  ; ce g e n r e  d e  c e l l u l e s  a é t é  d é c r i t  e t  é t u d i é  

p a r  NILSHAMMAR (19751 c h e z  S.  obtusiusculus. 

Nous a v o n s  o b s e r v é  d e s  c é n o b e s  ( p h o t o  61,  q u i  s o n t  d e s  g r o u p e s  

d e  4  c e l l u l e s ,  q u i  o n t  é g a l e m e n t  é t é  d é c r i t e s  c h e z  S. pannonicus e t  

S. longus p a r  STAEHELIN e t  PICKETT-HEAPS ( 1975 1 . 

S u r  l a  p h o t o  7 ,  o n  r e c o n n a i t  les  o r g a n e l l e s  e t  l e s  s t r u c t u r e s  

o b s e r v é e s  normalement  d a n s  u n e  a l g u e  v e r t e  u n i c e l l u l a i r e ,  e t  o n  v o i t  q u e  

l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  est c o n s t i t u é e  d e  3  c o u c h e s ,  comme c e l l e  d e  S. obtusiusculus 

(NILSHAMMAR e t  WALLES, 19741 .  Nous a v o n s  é g a l e m e n t  n o t é ,  a s s e z  r a r e m e n t  

l a  p r é s e n c e  d e  p e t i t s  c o r p s  p o l y h é d r a u x ,  non e n c o r e  d é c r i t s  c h e z  Scenedesmus. 

Ces  s t r u c t u r e s  s o n t  a s s e z  s e m b l a b l e s  à c e l l e s  d é c r i t e s  comme é t a n t  d e s  

c o r p s  lamellaires c h e z  une  a l g u e  rouge(McE3RIDE e t  COLE, 1969 1 ,  ou l e s  

lomasomes d a n s  l ' h y p h e  d ' u n  champignon (WEISBERG e t  TURIAN, 19731.  Nous 

a v o n s  examiné  un g rand ,  nombre d e  c e l l u l e s  ( p l u s  d e  20 0001, e t  nous  n ' a v o n s  

j a m a i s  o b s e r v é  d e  s t r u c t u r e  q u i  a u r a i t  pu f a i r e  p e n s e r  à l a  p r é s e n c e  d e  

v i r u s  ou d e  rnycoplame. Dans 2  ou 3 c e l l u l e s ,  nous avons  o b s e r v é  l a  p r é s e n c e  

d e  " s t r u c t u r e s "  q u i  p o u r r a i e n t  ê t r e  s e m b l a b l e s  aux  p a r t i c u L e s  " v i r u s - l i k e "  

[BROWN, 1972 ; TOTH e t  WILCE, 1972 ; CHAPMAN e t  LANG, 19733.  



PHOTO 5 

Photographie au microscope électronique de S. obZiquus (autospore) 



PHOTO 6 

Photographie au microscope é lec t ron ique de S. obZiquus (cenobes) 



PHOTO 7 

Photographie au microscope é lec t ron ique  de S. obtiquus 



8. EFFET DE L'IRRADIATION AUX R . X .  

On s a i t  q u e  c h e z  beaucoup d ' o r g a n i s m e s ,  l ' i r r a d i a t i o n  m o d i f i e  

la  p e r m é a b i l i t é  c e l l u l a i r e  e t  i l  nous a  p a r u  i n t é r e s s a n t  d e  v o i r  s i  l ' i r r a -  

d i a t i o n  p o u v a i t  m o d i f i e r  d a n s  un s e n s  ou d a n s  l ' a u t r e  l e  phénomène q u e  

nous  avons  é t u d i é .  

L ' i r r a d i a t i o n  p a r  les R.X. d e s  c e l l u l e s  a é t é  f a i t e  en  nous  b a s a n t  

s u r  les t r a v a u x  d e  OZENOA (19651 e t  e n  e x t r a p o l a n t  à S. obliquus les  ré- 

s u l t a t s  o b s e r v é s  a v e c  S. crassus pour  q u i  l a  d o s e  l é t h a l e  à 50 % e s t  

d ' e n v i r o n  7500 R .  

Les  c e l l u l e s ,  d i r e c t e m e n t  a p r è s  l ' i n c u b a t i o n  à d i f f é r e n t e s  d o s e s .  

s o n t  i n c u b é e s  a v e c  du  DNA d e  M. lysodeikticus d a n s  d e s  c o n d i t i o n s  i d e n t i q u e s  

à cel les  d é c r i t e s  a u p a r a v a n t .  

L ' a n a l y s e  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl d e s  DNA p u r i f i é s  e x t r a i t s  d e s  

c e l l u l e s  i r radiées  e t  n o n - i r r a d i é e s .  a donné  d e s  r é s u l t a t s  i d e n t i q u e s ,  

à s a v o i r  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  s é d i m e n t e  d a n s  l e  g r a d i e n t  e n  fo rman t  2 p i c s ,  

d o n t  l e  p r i n c i p a l  à u n e  p o s i t i o n  où l a  d e n s i t é  e s t  é g a l e  à 1 , 7 3 1  g / c m 3  

[ d e n s i t é  d u  DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é l ,  l e  second à une  p o s i t i o n  où l a  d e n s i t é  

e s t  é g a l e  à 1.712 g/crn3 ( d e n s i t é  du DNA d e  l ' a l g u e ] .  

C o n n a i s s a n t  l ' a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  du DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é ,  i l  

e s t  p o s s i b l e  d e e s t i m e r  q u e  l e  DNA b a c t é r i e n  r e p r é s e n t e  e n v i r o n  0 .1  % d u  

DNA t o t a l .  

C e  p o u r c e n t a g e  e s t  l e  même, q u e  l e s  c e l l u l e s  a i e n t  é t é  i r r a d i é e s  ou non.  



9 .  E S S A I S  D'INCUBATION AVEC DU DNA BACTERIEN COMPLEXE 

Dans  n o s  e x p é r i e n c e s  p r é c é d e n t e s .  n o u s  a v i o n s  c h o i s i  comme m i l i e u  

d ' i n c u b a t i o n  d u  t a m p o n  p h o s p h a t e  [pH = 6,03 d a n s  l e q u e l  é t a i t  d i s s o u s  à 

la  c o n c e n t r a t i o n  v o u l u e  l e  DNA t r i t i é  b a c t é r i e n .  

D e s  t r a v a u x  r é c e n t s  (GRAHAM e t  VAN DER SB, 19731  o n t  m o n t r é  q u e  l o r s -  

q u e  l e  DNA est . A i s s o u s  d a n s  d u  tampon H ~ B S * ,  l ' a d d i t i o n  d e  CaC12 ( c o n c e n -  

t r a t i o n  = 0 .12  M l  e n t r a î n e  l a  f o r m a t i o n  d e  p h o s p h a t e  d e  Ca i n s o l u b l e  q u i  

c o m p l e x e  l e  DNA. 

D a n s  ces c o n d i t i o n s ,  l a  p r i s e  d ' u n  ONA v i r a l  p a r  des c e l l u l e s  e n  

c u l t u r e  es t  a u g m e n t 6 e  p a r  u n  f a c t e u r  1 0 0  e n v i r o n .  

Nous a v o n s  e s s a y é  d e  v o i r  s i  d a n s  ces c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  

l a  p r i s e  d e  DNA b a c t é r i e n  e x o g è n e  p a r  les c e l l u l e s  s e r a i t  a u g m e n t é e .  

L e s  c e l l u l e s  ( c o n c e n t r a t i o n  c e l l u l a i r e  : 1 . 8  x 1 0 6  c e l l u l e s / m l l  

o n t  é t é  i n c u b é e s  p e n d a n t  2 h a v e c  3 0  ug/ml d e  DNA 3~ d e  M. Zysodeikt icus 

[ r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  = 1 . 4  x 1  a6 dpm/ug 1  c o m p l e x é  a v e c  d u  p h o s p h a t e  

d e  Ca d a n s  d u  m i l i e u  HeBS. En f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l es  c e l l u l e s  o n t  é t é  

l a v é e s  p u i s  remises e n  c u l t u r e  ( a p r è s  p r é l è v e m e n t  d ' u n e  a l i q u o t e 1  p o u r  

72 h  d a n s  d u  m i l i e u  c o n t e n a n t  d u  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. l y s o d e i k t i c u s  

à l a  c o n c e n t r a t i o n  d e  30 ug/ml.  

En f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  l e  DNA 3~ b a c t é r i e n  e t  e n  f i n  d ' e x p é r i e n c e  

( a p r è s  72  h de c u l t u r e l ,  les  c e l l u l e s  o n t  é t é  l a v é e s  e t  i n c u b é e s  d a n s  u n e  

s o l u t i o n  d e  DNase a v a n t  d ' ê t r e  a n a l y s é e s ,  e t  d e s  é t a l e m e n t s  s u r  l a m e s  d e  

m i c r o s c o p e  o n t  é t é  f a i t e s  e n  v u e  d ' u n e  é t u d e  par a u t o r a d i o g r a p h i e .  

* HeBS 8.0 g i l  NaC110.37 gi l  KCliO.125 g/l Na2HP04.2H20/ 1 .O gil  dextrose /5.0 g/l He- 



a) Analyse de l'échantillon en fin d'incubation 

Le DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  a é t é  p u r i f i é  p a r  f i l t r a t i o n  s u r  g e l  

d ' a g a r o s e  p u i s  a n a l y s é  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C 1 .  

Les r é s u l t a t s ,  i l l u s t r é s  p a r  l a  f i g u r e  80A ( p .  2221,  m o n t r e n t  que 

l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  q u i  s é d i m e n t e n t  à une p o s i t i o n  

d o n t  l a  d e n s i t é  c o r r e s p o n d  à c e l l e  du DNA d e  M. lysodeikticus (1,730 g/cm3 1. 

P a r  l e  c a l c u l .  on p e u t  e s t i m e r  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  r e p r é s e n t e  une 

q u a n t i t é  d e  DNA b a c t é r i e n  é g a l e  à e n v i r o n  20 % du DNA t o t a l .  

b) Analyse de l'échantilloa après 72 heures de culture 

La f i g u r e  8 0 8 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  d e  l ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a -  

t i o n  en g r a d i e n t  d e  C s C 1  du DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  e t  p u r i f i é  p a r  f i l -  

t r a t i o n  s u r  co lonne  d e  Sepharose  48. On v o i t  que  l a  r a d i o a c t i v i t é  e s t  

p o r t é e  p a r  d e s  molécu les  q u i  s é d i m e n t e n t  à une d e n s i t é  é g a l e  à l a  d e n s i t é  

du DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é  (1,730 g/cm31. 

Dans c e  c a s ,  l a  q u a n t i t é  d e  DNA r a d i o a c t i f  r e p r é s e n t e  e n v i r o n  5 % 

du DNA t o t a l .  Tout e n  t e n a n t  compte que l a  q u a n t i t é  d e  DNA c e l l u l a i r e  a  

d o u b l é  en  c o u r s  d ' e x p é r i e n c e  (72 h  d e  c u l t u r e l ,  on v o i t  q u ' u n e  p a r t i e  d e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  [ e n v i r o n  l a  m o i t i é 1  a é t é  r e l â c h é e  p a r  l e s  c e l l u l e s .  C e t t e  

o b s e r v a t i o n  e s t  c o n f i r m é e  p a r  l ' a n a l y s e  d u  s u r n a g e a n t  a c e l l u l a i r e  e n  f i n  

d e  c h a s s e .  

L'examen d e s  f r o t t i s  a p r è s  a u t o r a d i o g r a p h i e  montre  que l a  r a d i o a c -  

t i v i t é  v i s u a l i s é e  p a r  l a  p r é s e n c e  d e s  g r a i n s  d ' a r g e n t  e s t  p r i n c i p a l e m e n t  
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Analyse en gradient de CsCl du DNA extrait des cellules de S. obliquus. 
A : en fin d'incubation avec le DNA H de M. lysodeiktiws complexé au phosphate de Ca. 
B : après incubation avec le DNA H de M. lysodeiktiws complexé au phosphate de Ca et 

après 72 h de culture en présence de DNA non-radioactif de M. lysodeikticus. 
Référence de densité : DNA de Cf. perfringens ( 1,691 &m3 ) . 



l o c a l i s é e  a u  n iveau  d e s  c e l l u l e s ,  e t  i l  semble  que  l e  nombre d e  g r a i n s  

p a r  c e l l u l e  e t  l e  nombre d e  c e l l u l e s  p o r t e u s e s  d e  g r a i n s  s o i e n t  p l u s  é l e v é s  

que  l o r s q u e  les c e l l u l e s  s o n t  i n c u b é e s  d a n s  les  a u t r e s  c o n d i t i o n s .  



10. CONCLUSIONS 

1. I l  s e m b l e  q u e  les c e l l u l e s  de S. obZiquus a b s o r b e n t  m i e u x  l e  DNA d e  

M. Zysodeikticus l o r s q u ' e l l e s  se t r o u v e n t  a u  d é b u t  d e  l a  p h a s e  e x p o n e n -  

t i e l l e  d e  c r o i s s a n c e .  s a n s  t o u t e f o i s  q u ' o n  p u i s s e  p a r l e r  d e  p h a s e  p r é -  

f é r e n t i e l l e  d e  p r i s e .  

2 .  L ' a n a l y s e  p a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  d u  DNA e x t r a i t  d e s  

c e l l u l e s  e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  a v e c  l e  DNA 3~ d e  M. Zysodeikticus m o n t r e  

q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  est  p o r t é e  p r i n c i p a l e m e n t  p a r  d e s  m o l é c u l e s  p o l y -  

mérisées d o n t  l a  d e n s i t é  est é g a l e  à ce l l e  d u  DNA d e  M. Zysodeikticus. 

On o b s e r v e  é g a l e m e n t  d a n s  la  d i s t r i b u t i o n  un l é g e r  é p a u l e m e n t  à la  d e n s i t é  

du DNA d e  l ' a l g u e .  L ' a n a l y s e  d u  DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  e n  f i n  d ' e x p é -  

r i e n c e  a p r è s  72 h d e  c u l t u r e  e n  p r é s e n c e  d e  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  

M. Zysodeikticus d o n n e  q u a l i t a t i v e m e n t  les  mêmes r é s u l t a t s .  

La q u a n t i t é  de  ONA r a d i o a c t i f ,  e s t i m é e  à p a r t i r  d e  la  r a d i o a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e  d u  DNA 3~ de. M.lysodaikticus u t i l i s é ,  r e p r é s e n t e  e n v i r o n  0.30 %, 

e n  f i n  d ' i n c u b a t i o n  [ d e  2 h l ,  e t  e n v i r o n  0, l  %, e n  f i n  d ' e x p é r i e n c e  

[ 7 2  h l  a p r è s  e n v i r o n  1 d i v i s i o n  c e l l u l a i r e ,  d u  DNA t o t a l .  

3. L 'examen d e  f r o t t i s  e t  d e  c o u p e s  a p r è s  a u t o r a d i o g r a p h i e  m o n t r e  q u e  l a  

r a d i o a c t i v i t é  est p r i n c i p a l e m e n t  i n t r a c e l l u l a i r e .  

4. L '  a n a l y s e  p a r  h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  a  m o n t r é  q u ' a p r è s  d é n a t u r a t i o n  

et r e n a t u r a t i o n  e n  p r é s e n c e  d ' u n  a x c è s  d e  DNA d e  M. Zysodeikticus non- 

r a d i o a c t i f ,  il y a  p a r  r é a s s o c i a t i o n  f o r m a t i o n  d ' h y b r i d e s  d o n t  l e  p o i n t  

d e  f u s i o n ,  estimé p a r  é l u t i o n  t h e r m i q u e  s u r  c o l o n n e  d ' h y d r o x i l a p a t i t e ,  

é t a i t  é g a l  à c e l u i  d u  DNA d e  M. Zysodeikticus. 



5. L'étude de l a  pr ise  e t  du so r t  de DNA de B. subtiZis. dont l a  dens i t é  

e s t  d i f f é r en t e  de c e l l e  d u  M. lysodeikticus, a  donné des r é s u l t a t s  

comparables à ceux obtenus avec l a  DNA de M. lysodeikticus. L'analyse 

d u  DNA e x t r a i t  des c e l l u l e s  en f i n  d 'expérience a montré que l a  radio- 

a c t i v i t é  e s t  portée par des molécules dont l a  dens i t é  e s t  égale à c e l l e  

d u  DNA bactérien u t i l i s é .  Dans ce cas t ou t e fo i s ,  l e  DNA de B. subtilis,  

e x t r a i t  des ce l lu les ,  e s t  dépolymérisé. 

6. I l  ne semble pas e x i s t e r  chez S. obtiquus de contaminants q u i  pourraient  

donner l i eu  à une i n t e rp r é t a t i on  erronée des r é s u l t a t s  observés. 

7 .  L' i r rad ia t ion  par des R.X. des ce l l u l e s  avant l ' i ncuba t ion  avec l e  DNA 

bactérien exogène ne semble pas modifier,  n i  quali tat ivement n i  quanti-  

tativement. l e  phénomène observé. 

B .  I l  semble qu'en incubant l e s  c e l l u l e s  dans u n  milieu où l e  DNA bac té r ien  

e s t  complexé avec du phosphate de Ca insoluble ,  l e  phénomène de p r i s e  

de DNA puisse ê t r e  augmenté par u n  f ac teur  de 50 environ. 



CONCLUSIONS GENERALES 

La première p a r t i e  de notre t r a v a i l  a  cons i s té  à é tud ie r  e t  à 

ca r ac t é r i s e r  l e  matériel  u t i l i s é ,  e t  tout  d'abord l e s  organismes récepteurs.  

Après avoir  a r r ê t é  notre choix à cinq espèces d 'algues eucaryotes 1 
u nic e l  l u  i a i r  es,  Eug Zena graci l i s ,  Ochromonas dcrnica, Po Zyed.rie Z Za he Zve t ica,  

Porphymdium ~lruentum e t  Scenedesmus obliquus q u i  sont ,  croyons-nous, 

réprésenta t ives  des d i f f é r en t e s  famil les  d 'algues un ice l lu la i res ,  nous avons 

recherché e t  dé f i n i  l e s  condit ions de cu l t u r e  : milieu - i l luminat ion - 

aéra t ion  - température e tc .  

A c e t t e  s é r i e  d 'a lgues ,  nous avons a jouté  l ' a lgue  procaryote u n i -  

c e l l u l a i r e  Anacystis niduZans q u i  ava i t  dé jà  f a i t  1 ' obje t  de recherches 

génétiques, dont i l  e x i s t a i t  des mutants bien ca r ac t é r i s é s  e t  chez q u i  l a  

transformation i ndu i t e  par d u  DNA exogène ava i t  é t é  r é a l i s ée .  Comme l ' é t ude  

biochimique de l a  p r i s e  de DNA hétérologue n 'avai t  pas é t é  Fa i t e  chez 

c e t t e  algue, nous expérions en f a i r e  l e  contrôle  " p o s i t i f n  t ou t  en é t an t  

conscient que l e s  r é s u l t a t s  ne pourraient pas nécessairement ê t r e  ext rapolés  

aux organismes que nous nous proposions d 'é tudier .  E n  e f f e t ,  nous pas- 

sions d ' u n  monde. c e l u i  des procaryotes où l e  matériel  génétique e s t  ras-  

semblé dans u n  chromosome plus  ou moins l i b r e  à l ' i n t é r i e u r  de la  c e l l u l e .  

dans u n  au t re  monde, c e lu i  des eucaryotes où l e  matér ie l  génétique est 

r é p a r t i  s u r  p lus ieurs  chromosomes eux-mêmes i so l é s  au sein d 'une s t r u c t u r e  

bien spéc ia le ,  l e  noyau. 

A p a r t i r  de cu lo t s  de ce l l u l e s ,  nous avons e x t r a i t  l e  DNA dans l e  



P o u r  A .  nidulans e t  E .  graciZis, nous  a v o n s  c o n f i r m é  l e s  v a l e u r s  

d e  la  d e n s i t é  c i t é e s  d a n s  l a  l i t t é r a t u r e .  

b u t  d e  l e  c a r a c t é r i s e r .  

Nous avons  v é r i f i é  q u e  l e  m a t é r i e l  é t u d i é  é t a i t  r e p r é s e n t a t i f  

a u s s i  b i e n  q u a l i t a t i v e m e n t  q u e  q u a n t i t a t i v e m e n t  d e  c e  q u i  e x i s t e  à 

l ' i n t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s .  

P o u r  O. dcniea, P. heZvetica e t  'P.cruentwn, on o b s e r v e ,  à c ô t é  

d u  DNA p r i n c i p a l .  un DNA s a t e l l i t e  d o n t  nous  a v o n s  d é t e r m i n é  l a  d e n s i t é  

e t  l e  p o u r c e n t a g e .  

P o u r  S. obliquus, nous  n ' a v o n s  jamais o b s e r v é  q u ' u n e  s e u l e  e s p è c e  

d e  DNA e t  ce r é s u l t a t  est e n  d é s a c c o r d  a v e c  c e u x  p u b l i é s  p a r  SSYMANK e t  a l .  

(19761, q u i  d a n s  l a  s o u c h e  0 3  [ p r o v e n a n t  d e  l ' a l g o t h è q u e  d e  G o t t i n g e n l  o n t  

s i g n a l é  l a  p r é s e n c e  d ' u n  DNA s a t e l l i t e  d o n t  l a  d e n s i t é  est  d e  20 mg/cm3 

i n f é r i e u r e  à c e l l e  du  DNA p r i n c i p a l .  

Chez A .  nidulans, e n  r e c h e r c h a n t  une  mé thode  d e  l y s e  q u i  p e r m e t t a i t  

u n e  e x t r a c t i o n  q u a n t i t a t i v e  du DNA, nous a v o n s  o b s e r v é  q u ' a p r è s  l ' a c t i o n  

combinée  d e  p l u s i e u r s  a g e n t s  l y t i q u e s ,  d e u x  t y p e s  d e  p o l y s a c c h a r i d e s  é t a i e n t  

l i b é r é s  d a n s  l e  m i l i e u .  Ces  p o l y s a c c h a r i d e s  o n t  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl d e s  

d e n s i t é s  p r o c h e s  d e  c e l l e  du  DNA e t  p e u v e n t  d e  ce f a i t  s i m u l e r  d e s  ONA 

s a t e l l i t e s .  L 'un  d e  ces p o l y s a c c h a r i d e s  p r é s e n t  e n  q u a n t i t é  a s s e z  i m p o r t a n t e  

a é t é  a n a l y s é .  I l  e s t  c o n s t i t u é e  p r e s q u ' e x c l u s i v e m e n t  d e  g l u c o s e  e t  o f f r e  

beaucoup  d e  r e s s e m b l a n c e  s v e c  l e  g l y c o g è n e .  I l  sert v r a i s e m b l a b l e m e n t ,  

comme c e  d e r n i e r ,  d e  s u b s t a n c e  d e  r é s e r v e  a u x  c e l l u l e s .  



I l  a  é t é  m o n t r é  q u e  les  p o l y s a c c h a r i d e s  i s o l é s  à p a r t i r  d u  manchon 

ou d e  l a  p a r o i  c e l l u l a i r e  d 'A.  niduhns, é t a i e n t  d e  n a t u r e  c o m p l e x e  

(DREWS et  NEYERS. 1 9 6 4  ; FOGG e t  a l . ,  1 9 7 3 1  e t  c o m p o s é s  p r i n c i p a l e m e n t  - 
d e  m a n n o s e  [DREWS e t  GOLLWITZER, 19651.  

P o u r  p o u v o i r  é t u d i e r  l a  p r i s e  d ' u n  DNA e x o g è n e ,  il f a u t  q u ' i l  

s o i t  d i f f é r e n t  d e s  DNA d e s  c e l l u l e s  h d t e s .  N o t r e  c h o i x  s ' e s t  p o r t é  s u r  

l l e  DNA d e  Micrococcus d o n t  l a  d e n s i t é  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  est  n e t t e m e n t  

d i f f é r e n t e  d e  ce l les  d e s  DNA p r i n c i p a u x  e t  s a t e l l i t e s  d e s  o r g a n i s m e s  ré-  

c e p t  e u r s  . 

l I l  es t  p o s s i b l e  d ' o b t e n i r  l e  DNA d e  Micrococcus p o r t e u r  d ' u n e  

1 r a d i o a c t i v i t é  s p é c i f i q u e  é l e v é e .  d e  O .S à 3 x 106 dpm/pg. Ce DNA se 

p r é p a r e  assez f a c i l e m e n t  e t  o n  p e u t  l ' o b t e n i r  h a u t e m e n t  p o l y m é r i s é  [ p o i d s  

m o l é c u l a i r e  d e  10 à 6 0  x 106 d a l t o n s l  . En f i n  d e  p r é p a r a t i o n ,  c h a q u e  l o t  

a é t é  a n a l y s é  e n  v u e  d e  d é t e r m i n e r  l e  p o i d s  m o l é c u l a i r e .  l a  r a d i o a c t i v i t é  

s p é c i f i q u e .  l a  d e n s i t é .  

En é t u d i a n t  l ' i n f e c t i o n  d e  l a  s o u c h e  M. Zysodeikticus N L 1 p a r  

l e  p h a g e  NI [LEE e t  a l . ,  1 9 6 8 1 ,  LEE e t  DAVIDSON [ 1 9 6 8 )  o n t  s i g n a l é  l a  

p r é s e n c e  d e  m i n i c e r c l e s  d a n s  l e  DNA d e  c e t t e  s o u c h e .  Nous a v o n s  r e c h e r c h é  

les f o r m e s  c i r c u l a i r e s  d a n s  l e  ONA d e s  d i f f é r e n t e s  s o u c h e s  d o n t  n o u s  d i s p o -  

s i o n s .  P a r  c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  C s C l  e n  p r é s e n c e  d e  b r o m u r e  

d ' é t h i d i u m ,  n o u s  a v o n s  m o n t r é  l ' e x i s t e n c e  d a n s  t o u t e s  n o s  s o u c h e s  d e  mole -  

c u l e s  d e  DNA c i r c u l a i r e  d o n t  l a  d e n s i t é  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  est c o m p a r a b l e  

à c e l l e  d u  ONA c h r o m o s o m i q u e .  e x c e p t é  p o u r  l a  s o u c h e  ATCC 4 6 9 8 ,  s o u c h e  ~ 
s a u v a g e  c h e z  q u i  l a  d e n s i t é  d u  DNA d e s  f o r m e s  c i r c u l a i r e s  e s t  d e  6  mg/cm3 

i n f é r i e u r e  à c e l l e  d u  ONA d u  chromosome.  



L ' i n t é g r i t é  d e s  m o l é c u l e s  d e  DNA d e  n o s   réparations a  é t é  t es tée  

p a r  c e n t r i f u g a t i o n  à pH a l c a l i n  e t  p a r  l ' é t u d e  d u  p o u v o i r  t r a n s f o r m a n t .  

P a r  l a  t e c h n i q u e  d e  KLOOS Z1969al  e t  a v e c  u n e  s o u c h e  de M. lysodeik- 

ticus a u x o t r o p h e  p o u r  l e  t r y p t o p h a n e .  n o u s  a v o n s  o b t e n u ,  a v e c  d i v e r s e s  p r é -  

p a r a t i o n s  d e  DNA, d e s  p o u r c e n t a g e s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  é l e v é s  ( 0 . 1  %1 q u i  

é t a i e n t  c o m p a r a b l e s  à c e u x  o b t e n u s  p a r  KLOOS. 

L o r s  d e s  essais p r é l i m i n a i r e s  d a n s  l e  b u t  d e  d é f i n i r  les c o n d i t i o n s  

d ' i n c u b a t i o n  l e s  p l u s  f a v o r a b l e s  ( m i l i e u  - t e m p é r a t u r e  - c o n c e n t r a t i o n  

c e l l u l a i r e  - c o n c e n t r a t i o n  e n  ONA e x o g è n e  - d u r é e  d ' i n c u b a t i o n  e t c . ] ,  n o u s  

a v o n s  u t i l i s é  u n e  t e c h n i q u e  d ' a n a l y s e  s i m p l e  - l e  S c h m i d t - T h a n h a u s e r ,  p o u r  

la  d é t e r m i n a t i o n  d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  a c i d o - i n s o l u b l e  l i é e  a u x  c e l l u l e s .  

P o u r  l ' é t u d e  d e  l a  p r i s e  d e  ONA e x o g è n e ,  n o u s  a v o n s  u t i l i s é  l ' u l -  

t r a c e n t r i f u g a t i o n  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  q u i  p e r m e t  u n e  c a r a c t é r i s a t i o n  d e s  

m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  ( d e n s i t é  - é t a t  d e  p o l y m é r i s a t i o n l .  

L ' i d e n t i f i c a t i o n  d e s  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  e x t r a i t e s  des c e l l u l e s  

a  p a r f o i s  é t é  c o m p l é t é e  p a r  h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  s u i v i e  d ' u n e  a n a l y s e  

p a r  t h e r r n o - c h r o m a t o g r a p h i e  s u r  h y d r o x i l a p a t i t e  d e s  h y b r i d e s  a p r ! s  r é a s s o -  

c i a t i o n  m o l é c u l a i r e .  C e t t e  m é t h o d e  a  u n e  s p é c i f i c i t é  e t  u n e  s e n s i b i l i t é  

p l u s  g r a n d e s  q u e  les m é t h o d e s  p r é c é d e n t e s .  

Avec A .  nidulans, n o u s  a v o n s  pu é t u d i e r  e n  p a r a l l è l e  les  a s p e c t s  

b i o c h i m i q u e s  e t  g é n é t i q u e s  d e  l a  p r i s e  d e  DNA e x o g è n e  - homologue  ou h é t é -  

r o  l o g u e  . 

Nous a v o n s  o b s e r v é  un moment p r é f é r e n t i e l  d e  p r i s e  d e  DNA e x o g è n e  



q u i  se s i t u e  a u  même moment q u e  l a  p h a s e  d e  c o m p é t e n c e  d é c r i t e  p a r  

ORKWISZEWSKI e t  KANEY (19741.  Nous a v o n s  o b t e n u ,  a v e c  d u  DNA d'A. nidulans ,  

d e s  p o u r c e n t a g e s  é l e v é s  d e  t r a n s f o r m a t i o n  ( 0 , 2  % l ,  c o m p a r a b l e s  à c e u x  ob-  

t e n u s  p a r  d ' a u t r e s  a u t e u r s  a v e c  d ' a u t r e s  m u t a n t s .  

P a r  c o n t r e ,  les essais  d e  t r a n s f o r m a t i o n  i n d u i t e  p a r  du DNA d e  

M .  Zysodeikt icus o n t  é t é  n é g a t i f s .  Le DNA e x t r a i t  d e s  c e l l u l e s  a p r è s  

l ' i n c u b a t i o n  a v e c  d u  ONA t r i t i é  d e  M. Zysodeikt icus é t a i t  r a d i o a c t i f ,  

mais l ' a n a l y s e  e n  g r a d i e n t  d e  CsCl  a m o n t r é  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  est p o r t é e  

p a r  d e s  m o l é c u l e s  q u i  o n t  l a  d e n s i t é  d u  DNA d'A. n i d u h n s .  D ' a u t r e  p a r t .  

l ' a n a l y s e  p a r  h y b r i d a t i o n  m o l é c u l a i r e  a  m o n t r é  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  est 

p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  q u i  n e  se r é a s s o c i e n t  p a s  a p r è s  d é n a t u r a t i o n  a v e c  

d u  DNA n o n - r a d i o a c t i f  d e  M. l y s o d e i k t i c u s .  Ceci p e r m e t  d e  s u p p o s e r  q u e  l e  

DNA b a c t é r i e n  est h y d r o l y s é  d a n s  les c e l l u l e s  e t  q u e  les p r o d u i t s  d e  d é g r a -  

d a t i o n  s e r v e n t  a u x  s y n t h è s e s  e n d o g è n e s .  

Avec les a l g u e s  e u c a r y o t e s  [ t o u t  comme a v e c  A. niduhns , ]  l ' a n a l y s e  

d u  m i l i e u  d ' i n c u b a t i o n  a m o n t r é  q u e  l e  DNA b a c t é r i e n  é t a i t  peu  m o d i f i é ,  

rn q u i  l a i s s e  s u p p o s e r  q u ' i l  n ' y  a  p a s  o u  p e u  d e  n u c l é a s e s  e x c r é t é e s  d a n s  

l e  m i l i e u  p a r  les c e l l u l e s .  

Chez  E. g r a c i z i s  e t  P .  hezve t i ca ,  l e s  r é s u l t a t s  o b t e n u s  se res- 

s e m b l e n t .  En f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  les c e l l u l e s  

es t  p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  d e  f a i b l e  p o i d s  n o l é c u l a i r e  q u i  n e  s é d i m e n t e n t  

p a s  d a n s  l e  g r a d i e n t  d e  CsC1, p r o v e n a n t  d ' u n e  d é g r a a a t i o n  i n t r a c e l l u l a i r e  

d u  DNA b a c t é r i e n .  

Des r é s u l t a t s  a n a l o g u e s  o n t  É t é  o b t e n u s  p a r  LURGJUIN e t  BEHKI (19751 



q u i ,  u t i l i s a n t  l ' a l g u e  v e r t e  e u c a r y o t e  Chlamydomonas reinhardi, o n t  o b s e r v é  

u n e . f a i b l e  p r i s e  d e  DNA b a c t é r i e n  p a r  l e s  c e l l u l e s .  Le DNA é t r a n g e r  est 

r a p i d e m e n t  h y d r o l y s é  à l ' i n t é r i e u r  d e s  c e l l u l e s  e t ,  pou r  c e t t e  a l g u e .  l e s  

p r o d u i t s  d e  d é g r a d a t i o n  s o n t  r é u t i l i s é s  p o u r  l e s  s y n t h è s e s  d e  DNA endogène .  

P o u r  0. danica, l a  s i t u a t i o n  e s t  l é g è r e m e n t  d i f f é r e n t e .  En f i n  

d ' i n c u b a t i o n ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  l e s  c e l l u l e s  e s t  p o r t é e  p a r  

d e s  m o l é c u l e s  d e  p o i d s  m o l é c u l a i r e  a s s e z  f a i b l e  q u i  o n t  en  g r a d i e n t  d e  CsCl 

la même d e n s i t é  q u e  c e l l e  d u  DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é .  R a i s  l o r s q u e  c e s  c e l l u l e s  

s o n t  remises e n  c u l t u r e  p o u r  une ou  d e u x  g é n é r a t i o n s  d a n s  du m i l i e u  d e  

c u l t u r e  normal ,  l e  DNA b a c t é r i e n  est r e j e t é  e t  on  n ' o b s e r v e  o r a t i q u e m e n t  p l u s  

d e  r a d i o a c t i v i t é  d a n s  les  c e l l u l e s .  

Chez l ' a l g u e  r o u g e  P. cmentwn, l e  s o r t  du  DNA b a c t é r i e n  e s t  

d i f f é r e n t .  En f i n  d ' i n c u b a t i o n ,  l a  r a d i o a c t i v i t é  e x t r a i t e  d e s  c e l l u l e s  e s t  

p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  p o l y m é r i s é e s  q u i  o n t  l a  m ê m e  d e n s i t é  q u e  c e l l e  du  

DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é  e t  ce t te  r a d i o a c t i v i t é  r e p r é s e n t e  une  q u a n t i t e  d e  

DNA é g a l e  à e n v i r o n  0,08 % d u  DNA t o t a l .  Lo r sque  c e s  c e l l u l e s  s o n t  r e m i s e s  

e n  c u l t u r e  d a n s  d u  m i l i e u  normal  p o u r  une  g é n é r a t i o n ,  on v o i t  q u e  l a  r a d i o -  

a c t i v i t é  e s t  p o r t é e  p a r  d e s  m o l é c u l e s  q u i  o n t  la  même d e n s i t é  q u e  c e l l e  

du  DNA b a c t é r i e n  e t  q u i  r e p r é s e n t e n t  une  q u a n t i t é  d e  DNA é g a l e  à e n v i r o n  

0.04 % d u  DNA t o t a l .  Dans ce c a s ,  i l  s e m b l e  que  l e  DNA é t r a n g e r  n e  s o i t  

n i  m o d i f i é  n i  r e j e t é  p a r  l es  c e l l u l e s .  

Q u a l i t a t i v e m e n t .  d e s  r é s u l t a t s  s e m b l a b l e s  o n t  é t é  o b t e n u s  a v e c  

l ' a l g u e  v e r t e  S. obliquus, mais d a n s  c e  c a s ,  l e  DNA é t r a n g e r  r e p r é s e n t e  

e n v i r o n  0 , l  % d u  DNA t o t a l ,  a p r è s  d i v i s i o n  c e l l u l a i r e .  



La q u a n t i t é  d e  r a d i o a c t i v i t é  p r é s e n t e  d a n s  les  c e l l u l e s  e n  f i n  

d ' e x p é r i e n c e  a  p e r m i s  q u e l q u e s  examens c o m p l é m e n t a i r e s .  

C ' e s t  a i n s i  q u e  l ' a u t o r a d i o g r a p h i e  s o i t  s u r  f r o t t i s  s o i t  s u r  c o u p e s  

h i s t o l o g i q u e s  a  m o n t r é  q u e  l a  r a d i o a c t i v i t é  é t a i t  p r i n c i p a l e m e n t  l o c a l i s é e  

à l ' i n t é r i e u r e  d e s  c e l l u l e s .  Vu l a  p e t i t e  t a i l l e  d e s  c e l l u l e s  e t  l a  d i f -  

f i c u l t é  d e  d i f f é r e n t i e r  l e  n o y a u ,  nous  n ' a v o n s  p a s  pu n o u s  r e n d r e  c o m p t e  

s i  la  l o c a l i s a t i o n  é t a i t  n u c l é a i r e  ou c y t o p l a s m i q u e .  

Les  m o l é c u l e s  r a d i o a c t i v e s  o n t  a u s s i  é t é  a n a l y s é e s  p a r  h y b r i d a -  

t i o n  m o l é c u l a i r e  e t  l ' a n a l y s e  a m o n t r é  q u ' u n e  p a r t i e  i m p o r t a n t e  d e s  m o l é -  

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

p o u r  f o r m e r  un h y b r i d e  d o n t  l a  t e m p é r a t u r e  d e  f u s i o n  d é t e r m i n é e  p a r  é l u t i o n  

t h e r m i q u e  é t a i t  v o i s i n e  s i n o n  i d e n t i q u e  à c e l l e  d u  DNA d e  M. Zysodeikticus 

a n a l y s é  d a n s  les mêmes c o n d i t i o n s .  

L o r s q u e .  a u  l i e u  d e  ONA d e  M. Zysodeikticus, o n  u t i l i s e  u n  a u t r e  

DNA b a c t é r i e n  d o n t  l a  d e n s i t é  est d i f f é r e n t e  LDNA d e  S. subtilis, 

d  = 1,703 g/cm31, o n  o b s e r v e  l e  même g e n r e  d e  r é s u l t a t s ,  les  m o l é c u l e s  

r a d i o a c t i v e s  e x t r a i t e s  d e s  c e l l u l e s  e n  f i n  d ' e x p é r i e n c e  a y a n t  l a  d e n s i t é  d u  

a DNA b a c t é r i e n  u t i l i s é .  

P a r  d e s  é t u d e s  b i o c h i m i q u e s  e t  p a r  examen e n  m i c r o s c o p e  é l e c t r o -  

n i q u e ,  n o u s  a v o n s  pu  é l i m i n e r  la  p r é s e n c e ,  d a n s  les a l g u e s  S. obliquus, 

d ' o r g a n i s m e s  c o n t a m i n a n t s  q u i  p o u r r a i e n t  d o n n e r  l i e u  à u n e  f a u s s e  i n t e r p r é -  

t a t i o n  d e s  r é s u l t a t s .  

P â r m i  l e s  a g e n t s  e x t é r i e u r s  q u i  p o u r r a i e n t  m o d i f i e r  l e  phénomène,  

nous  a v o n s  é t u d i é  les e f f e t s  d e  l ' i r r a d i a t i o n  p a r  l es  r a y o n s  X .  D a n s  n o s  



c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s ,  c ' e s t - à - d i r e ,  l ' i r r a d i a t i o n  d e s  c e l l u l e s  d e  

S.  obZiquus a v a n t  l ' i n c u b a t i o n  d a n s  l e  m i l i e u  c o n t e n a n t  l e  ONA b a c t é r i e n  

r a d i o a c t i f ,  l e  phénomène n ' e s t  p a s  m o d i f i é  n i  q u a l i t a t i v e m e n t .  n i  q u a n t i -  

t a t i v e m e n t .  

P a r  c o n t r e ,  n o u s  a v o n s  o b s e r v é  q u e  l o r s q u e  l e  ONA b a c t é r i e n  

est  c o m p l e x é  a v e c  d u  p h o s p h a t e  d e  c a l c i u m ,  o n  o b s e r v e  u n e  p r i s e  b e a u c o u p  

p l u s  i m p o r t a n t e ,  j u s q u ' à  50 f o i s  p l u s ,  d e  ONA é t r a n g e r  p a r  les c e l l u l e s  d e  

S. obtiquus. 

I l  s e m b l e  d o n c ,  q u e  d a n s  n o s  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s .  c e r t a i n e s  

a l g u e s  s o i e n t  c a p a b l e s  d e  p r e n d r e  e t  d e  g a r d e r  d u  ONA e x o g è n e  b a c t é r i e n .  

Nous n e  s a v o n s  p a s  s i  ce DNA é t r a n g e r  e s t  c a p a b l e  d e  s ' e x p r i m e r ,  

et  c ' e s t  cet  a s p e c t  d u  p r o b l è m e  q u i  r e t i e n d r a  n o t r e  a t t e n t i o n  d a n s  l e  f u t u r .  

Le f a i t  d e  p o u v o i r  i n t r o d u i r e  c h e z  ces organismesdesinformations 

g é n é t i q u e s  q u i  p o u r r a i e n t  a m é l i o r e r  l e u r  q u a l i t é  n u t r i t i v e ,  q u i  p o u r r a i e n t  

l es  r e n d r e  p l u s  i n d é p e n d a n t s  d u  m i l i e u  e x t é r i e u r ,  q u i  p o u r r a i e n t  l e s  r e n d r e  

r é s i s t a n t s  v i s - à - v i s  d e  c e r t a i n e s  a g r e s s i o n s  d u  m i l i e u  e x t é r i e u r ,  n ' e s t  

p l u s  t o u t  à f a i t  du d o m a i n e  d e  l a  s c i e n c e  f i c t i o n .  



RESUME GENERAL 

1 .  I l  e x i s t e  chez Micrococcus lysodeikticus ATCC 4 6 9 8 .  souche sauvage, des 

plasmides dont l a  fonction n ' e s t  pas connue e t  dont l e  DNA a  une dens i t é  

légèrement in fé r ieure  à c e l l e  du  DNA du chromosome. 

2. Chez Sar&na fkva ,  des formes c i r c u l a i r e s  de DNA ex is ten t  également. mais 

l a  dens i t é  e s t  l a  même que c e l l e  d u  DNA du chromosome. 

3. Le DNA pr incipal  e t  l e  DNA s a t e l l i t e  (quand il e x i s t a i t ] ,  ont é t é  carac- 

t é r i s é s  chez cinq espèces d 'a lgues  eucaryotes. 

4. Chez Anacystis rridulans, alguebleue procaryote, il ex i s t e  un moment pré- 

f é r e n t i e l  de p r i s e  de DNA exogène - homologue ou hétérologue. q u i  semble 

coïncider  avec l a  phase de compétence d é c r i t e  par c e r t a i n s  auteurs.  

Nos e s s a i s  de transformation hétérologue ont é t é  négat i fs  e t  l ' ana ly se  

biochimique a  montré que l e  DNA bactér ien  absorbé par l e s  c e l l u l e s  é t a i t  

t r è s  rapidement dégradé a l ' i n t é r i e u r  de ce l l e s - c i .  

5 .  Nous n'avons pas observé dans nos condit ions expérimentales, de pré- 

sence de DNA polymérisé bactér ien  dans l e s  c e l l u l e s  d 'algues eucaryotes 

Eug Zenu graci Zis e t  Po Zyedrie l la he lvet ica.  

6 .  Avec Ochromonus danica, on observe une absorption de DNA bactérien.  mais 

l e s  molécules étrangères sont r e j e t é e s  lorsque l e s  c e l l u l e s  sont remises 

en cu l t u r e  dans d u  milieu normal. 



7.  Avec Porphymdiwn cruentwn e t  Scenedesms obZiquus, on observe une absorp- 

t i o n  de DNA bactérien.  Lorsque l e s  c e l l u l e s  sont remises en cu l tu re  dans 

du  milieu normal, des molécules radioactives ayant l a  dens i té  d u  DNA 

étranger sont encore observées dans l e s  c e l l u l e s  après une ou deux d i v i -  

sions. La r ad ioac t i v i t é  représente une quant i té  de DNA bactérien égale  à 

environ 0,04 % e t  à .0,1 % respectivement, du DNA t o t a l .  

8.  Chez Scenedesmus obliquus, 

a l  une l oca l i s a t i on  i n t r a c e l l u l a i r e  de l a  r ad ioac t i v i t é  a  pu ê t r e  

montrée par autoradiographie sur  coupes ; 

bl l e s  recherches de contaminants éventuels par étude biochimique e t  par 

examen des ce l l u l e s  en microscopie électronique ont é t é  négatives ; 

c l  l a  dens i té  des molécules radioactives e x t r a i t e s  des c e l l u l e s  en Fin 

d'expérience correspond à l a  dens i té  d u  DNA avec lequel l e s  c e l l u l e s  

ont é t é  incubées (1,731 g/cm3 quand i l  s ' a g i t  de DNA de Micrococcus 

tysodeikticus,  1,703 g/cm3 quand 1 ' expérience a  é t é  menée avec du DNA 

de Ba& ZZus s u b t i  Zis 1 ; 

d l  l ' i r r a d i a t i o n  par l e s  R . X .  des ce l l u l e s  avant l ' incubat ion avec l e  ONA 

bactér ien r ad ioac t i f ,  ne modifie pas l e  phénomène n i  quali tat ivement,  

n i  quantitativement ; 

el  une augmentation t r è s  importante de l a  quant i té  de ONA absorbée par l es  

c e l l u l e s  es t  observée lorsque l e  DNA bactérien e s t  complexé avec au 

phosphate de calcium. 
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