
Transduction des caractères Gal par le
bactériophage Lambda

Autor(en): Arber, Werner

Objekttyp: Article

Zeitschrift: Archives des sciences [1948-1980]

Band (Jahr): 11 (1958)

Heft 3

Persistenter Link: https://doi.org/10.5169/seals-738815

PDF erstellt am: 13.09.2024

Nutzungsbedingungen
Die ETH-Bibliothek ist Anbieterin der digitalisierten Zeitschriften. Sie besitzt keine Urheberrechte an
den Inhalten der Zeitschriften. Die Rechte liegen in der Regel bei den Herausgebern.
Die auf der Plattform e-periodica veröffentlichten Dokumente stehen für nicht-kommerzielle Zwecke in
Lehre und Forschung sowie für die private Nutzung frei zur Verfügung. Einzelne Dateien oder
Ausdrucke aus diesem Angebot können zusammen mit diesen Nutzungsbedingungen und den
korrekten Herkunftsbezeichnungen weitergegeben werden.
Das Veröffentlichen von Bildern in Print- und Online-Publikationen ist nur mit vorheriger Genehmigung
der Rechteinhaber erlaubt. Die systematische Speicherung von Teilen des elektronischen Angebots
auf anderen Servern bedarf ebenfalls des schriftlichen Einverständnisses der Rechteinhaber.

Haftungsausschluss
Alle Angaben erfolgen ohne Gewähr für Vollständigkeit oder Richtigkeit. Es wird keine Haftung
übernommen für Schäden durch die Verwendung von Informationen aus diesem Online-Angebot oder
durch das Fehlen von Informationen. Dies gilt auch für Inhalte Dritter, die über dieses Angebot
zugänglich sind.

Ein Dienst der ETH-Bibliothek
ETH Zürich, Rämistrasse 101, 8092 Zürich, Schweiz, www.library.ethz.ch

http://www.e-periodica.ch

https://doi.org/10.5169/seals-738815


TRANSDUCTION
DES CARACTERES GAL

PAR LE BACTERIOPHAGE LAMBDA1

PAR

Werner ARBER
(Laboratoire de Biophysique, Cniversite de Geneve)

(Avec 11 fig.)

INTRODUCTION

Le terme transduction a ete choisi pour decrire le transfert
de caracteres du genome bacterien par un bacteriophage: un
phage s'etant developpe dans une bacterie donatrice peut etre

capable de conferer certains des caracteres genetiques de cette
derniere ä une bacterie receptrice (Hartman, 1957). Dans la

plupart des systemes bacterie-phage pour lesquels on connait
la transduction, des caracteres bacteriens quelconques peuvent
etre transferes par le phage. Morse, Lederberg et Lederberg
(1956a) ont cependant decouvert un Systeme oil seuls des

caracteres Gal determinant la fermentation du galactose

peuvent etre transferes: il s'agit du lysat obtenu par induction
de la souche lysogene Escherichia coli K12 (X).

Dans la bacterie K12 (X), le bacteriophage X est fixe sous

forme de prophage dans le genome bacterien pres de la region
Gal. Ceci a ete demontre par Wollman (1953) et Lederberg et

Lederberg (1953) ä l'aide d'experiences de recombinaison gene-
tique entre des bacteries lvsogenes et des bacteries sensibles,

1 Publication subventionnee par le Fonds Jacques et Nathalie
Lebedinsky.
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et par Jacob (1955) a l'aide d'une transduction simultanee de

la region Gal et de la lysogenie pour X par le phage 363.

Morse, Lederberg et Lederberg (1956a) ont trouve qu'une
tres faible proportion (KT6) des phages obtenus par induction
au rayonnement UV de la souche K12 (X) peuvent, en lysogeni-
sant une bacterie receptrice, lui communiquer les caracteres
Gal de la bacterie dont ils proviennent. Ces auteurs n'ont pas

pu trouver d'autres caracteres transferables, et n'ont pas reussi
ä trouver des transductions par un lysat obtenu apres infection
de K12 sensible avec X.

Morse et al. ont montre que 1'agent transducteur de Gal ne

peut etre qu'une particule phagique, car 1° cet agent est

adsorbe sur des bacteries receptrices dans les memes proportions

que le phage X, 2° il ne s'adsorbe pas sur les bacteries

resistantes par adsorption a X, 3° il est inactive par le serum

anti-X, il n'est pas inactive par la DNase et 5° il procure ä

la bacterie transduite 1'immunite envers X.

Dans une bacterie qui a ete transduite par X, Morse, Leder-

berg et I.ederberg (1956a et b) retrouvent, outre les caracteres
Gal apportes par le phage (caracteres exogenotes), les anciens

caracteres Gal de la bacterie (caracteres endogenotes): la
bacterie transduite reste hvperplolde pour la region Gal. Lors de

la division bacterienne, cette hyperploidie se maintient generale-

ment; elle peut cependant se perdre par segregation. Ces

auteurs appellent les bacteries hyperploides dans une region
des syngenotes ou, plus precisement, des heterogenotes si les

caracteres exogenotes et endogenotes sont differents les uns
des aut-res et, des homogenotes si les caracteres exogenotes et

endogenotes sont identiques.
Apres induction au rayonnement UV, les bacteries lysogenes

syngenotes pour la region Gal donnent des lysats qui trans-
duisent les caracteres Gal ä haute frequence (lysats HFT)
tandis que le lysat de bacteries lysogenes normales transduit
ä basse frequence (lysat LFT). Dans certaines conditions on

trouve dans un lysat HFT autant de phages capables de trans-
duire que de phages normaux, capables de former une plage.

Morse, Lederberg et Lederberg (1956a) ont trouve que les

bacteries transduites par le lysat HFT sont toujours immunes
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envers le phage X. La plupart de ces souches sont lysogenes,
mais ces auteurs trouvent aussi des souches qui ne produisent

pas de phages tout en etant immunes.

Arber, Kellenberger et Weigle (1957) ont pu montrer que
le phage X transducteur est un phage genetiquement defectif.
Le lysat HFT contient deux sortes de phages: des phages

normaux actifs et des phages transducteurs genetiquement
defectifs. La defectuosite du materiel genetique phagique peut
s'expliquer par l'attachement des caracteres bacteriens Gal au

genome phagique. La region du defaut peut etre localisee par
des experiences de recombinaison genetique. Nous avons
montre que le phage genetiquement defectif est capable de tuer
et de lyser les bacteries qu'il infecte, mais il ne peut pas entrer
dans la phase vegetative de multiplication. Sa capacite de

lvsogeniser une bacterie receptrice est plus faible que celle du

phage normal. D'une telle lvsogenisation resultent uniquement
des bacteries immunes ne produisant pas de phages infectieux
et que nous appelons syngenotes lysogenes defectives. Apres
infection de la meme bacterie par un phage normal actif et un
phage genetiquement defectif, la multiplication des deux

genomes est assuree. Le phage normal accomplit les fonctions

qui manquent au phage defectif. Campbell (1957) a montre

que la presence d'un phage normal augmente egalement
l'efficacite de transduction. Les bacteries transduites sont alors

syngenotes lysogenes normales.
La cooperation entre phage genetiquement defectif et phage

normal est un phenomene general, valable aussi pour d'autres

phages genetiquement defectifs. En effet, Jacob, Fuerst et
Wollman (1957), de meme que Arber et Kellenberger (1958) ont
montre depuis que les phages defectifs non transducteurs, eux

aussi, ne sont produits que grace ä la collaboration entre deux

phages.
Dans le present travail nous exposons des experiences dont

les resultats ont dejä ete en partie resumes dans une publication
precedente (Arber, Kellenberger et Weigle, 1957):

Nous allons comparer les proprietes des souches syngenotes
lysogenes defectives avec Celles des souches lysogenes normales
K12 (X) et des souches lysogenes defectives K12 (X def.) dejä
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connues (Appleyard, 1956; Jacob et Wollman, 1956a; Whitfield

et Appleyard, 1957; Jacob, Fuerst et Wollman, 1957;
Arber et Kellenberger, 1958). Des etudes concernant Finducti-
bilite et les produits de lyse vont etre exposees. Par surinfection
avec des phages normaux de bacteries svngenotes lysogenes
defectives induites, il est possible de recuperer certains mar-

queurs genetiques du prophage defectif transducteur.
Nous montrerons que la perte de l'hyperploidie dans la

region Gal est toujours liee a la disparition de l'immunite
conferee ä la bacterie lysogene defective par le phage transducteur.

Les caracteres Gal de la bacterie segregeante peuvent etre
de provenance endogenote ou exogenote.

On etudiera en fonction de la multiplicity d'infection par un
lysat HFT: a) les colonies lvsogenisees et transduites et b) les

lysats obtenus apres un cycle de multiplication. Ces experiences
vont permettre d'apporter la preuve de la defectuosite des

phages transducteurs et de demontrer le phenomene de cooperation

entre phages normaux et phages genetiquement defectifs.
Cette cooperation, collaboration ou assistance, soit pour la

multiplication des phages, soit pour la lysogenisation, sera
ensuite etudiee. On montrera que la collaboration est egalement
possible entre le phage X transducteur et des phages apparentes
ä X ou des phages X genetiquement defectifs, pourvu que le

defaut ne se situe pas au meme endroit dans les deux phages
collaborants.

Les proprietes du phage transducteur irradie au rayonne-
ment UV seront etudiees dans un dernier chapitre. On trouvera
que les bacteries transduites par un lysat HFT irradie sont
restees sensibles ä X et ont incorpore d'une laqon stable les

caracteres Gal apportes par le phage. II s'agit done d'un meca-
nisme de fixation des caracteres transduits autre que dans le

cas de la transduction par le phage non irradie, dont resultent
des bacteries syngenotes lysogenes defectives.

TERMINOLOGIE

La plupart des termes et des symboles employes ici ont ete

definis par Morse, Lederberg et Lederberg (19^66).
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Les souches appelees «immunes » par Morse, Lederberg et

Lederberg (1956a) seront appelees ici syngenotes lysogenes

defectives, tandis que les souches lysogenes produisant des

phages normaux actifs seront appelees lysogenes normales (ou

lysogenes actives).
Les particules phagiques ayant dans leur genome un defaut

qui ne leur permet pas de se multiplier sans l'assistance d'un
autre phage seront appeles phages genetiquement defectifs ou

plus brievement phages defectifs.
Dans la liste suivante on definira quelques termes employes

dans ce travail:

Bacterie lysogene normale (ou lysogene active): Bacterie qui per-
petue hereditairement un prophage. Ce dernier peut donner
lieu au developpement de phages normaux actifs.

Bacterie lysogene defective: Bacterie lysogene dont le prophage

porte un defaut, qui empeche la production de phages
infectieux.

Transduction: Transfert de caracteres genetiques d'une bacterie
donatrice ä une bacterie receptrice par un phage.

Exogenole: Les caracteres genetiques bacteriens transferes lors
d'une transduction.

Endogenote: La partie homologue de l'exogenote sur le chromosome

de la bacterie receptrice.

Bacterie syngenote: Bacterie contenant en plus de son chromosome

normal un exogenote. Elle est done hyperploide pour
un fragment du chromosome.

Bacterie keterogenote: Bacterie syngenote dont l'exogenote et

l'endogenote different dans un ou plusieurs caracteres.

Bacterie homogenote: Bacterie syngenote dont l'exogenote et

l'endogenote sont identiques.

Prophage defectif: Materiel genetique phagique qui est perpetue
dans la bacterie lysogene defective et qui porte un delaut
empechant le developpement de phages infectieux.

Phage (genetiquement) defectif: Particule infectieuse portant le

genotype du prophage defectif. Le phage defectif, de par
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son defaut, ne peut etre produit que par la cooperation d'un
phage ne portant pas le meme defaut.

Phage transducteur: Phage qui porte l'exogenote et qui de ce

fait, dans le cas du phage X, est genetiquement defectif.

Lysat LFT: Lysat obtenu par induction d'une souche lvsogene
normale et contenant une faible proportion (10~4 ä 10~G) de

phages transducteurs.

Lysat IIFT: Lysat contenant des phages transducteurs et des

phages normaux en quantites comparables.

Notations :

Gal, (X): souche lvsogene normale portant les caracteres

Gal,;
Gal,/ex Galy-X: souche syngenote lvsogene defective, l'exo¬

genote portant les caracteres Galy;
Gal, (X)/ex Galy-X: souche syngenote lysogene normale (ces

symboles n'impliquent pas qu'il y a necessairement deux

prophages entiers dans cette bacterie);
Xrfg: phage defectif transducteur du Gal.

Chapitre premier

MATERIEL ET METHODES

Milieux.

Milieu de culture: 1% Difco-Bacto-Tryptone avec 0,5%
NaCl, complete apres sterilisation par 0,02% MgS04 7 H20,
pH 6,9-7,1.

Milieu pour les dilutions: Tampon phosphatique: 0,7%
Na2HP04 7 I120, 0,4% NaCl, 0,3% KH2P04 complete apres
sterilisation par 0,02% MgS04 7 H20, pH 6,9.

Milieu d'adsorption pour X: 0,01 M MgS04 en eau dist.
(Kaiser, 1957).

Milieux geloses pour l'etalement:

a) pour le denombrement des bacteries et des plages de phages:
1% Difco-Bacto-Tryptone avec 0,5% NaCl et 1,5% Bacto-
Agar;
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b) deux milieux indicateurs pour la fermentation du galactose:
1. EMB-galactose: 1% Difco-Bacto-Tryptone, 0,1% Yeast

Extract, 0,5% NaCl, 1,5% Bacto-Agar et 0,25% d'un
melange de 20 g K2HP04, 4 g Eosine Y et 0,65 g bleu
de methylene; complete apres sterilisation par 1% de

galactose;
2. TTC-galactose: 1% Difco-Bacto-Tryptone, 0,5% NaCl,

1,5% Bacto-Agar, complete apres sterilisation par 0,5%
de galactose et 0,05% de 2, 3, 5-chlorure de triphenyl-
tetrazolium (G. Kellenberger, communication person-
nelle).

Sur les boites EMB-galactose, les colonies GaL sont rouge
fonce apres 24 a 36 heures d'incubation ä 37°, tandis que les
colonies Gal" restent presque incolores.

Sur les boites TTC-galactose, qui n'ont ete employees que
pour les souches prototrophes pour les caracteres autres que
Gal, les colonies GaL sont uniformement colorees en rouge apres
12 ä 20 heures d'incubation ä 37°, tandis que les colonies Gal"
restent incolores ou — et cela surtout dans le cas des colonies
isolees — montrent un centre legerement rouge et un bord
incolore.

Souches de bacteries.

Les souches suivantes, toutes derivees de Escherichia coli
K12, ont ete utilisees:

a) Souches receptrices, sensibles ä X: J. Lederberg a mis ä notre
disposition la souche prototrophe W 3110, la souche W 3079
F" M" Galj" Gal4" SR et les souches W 3101 Galr, W 3102
Gal2" et W 3104 Gal4". Les trois dernieres sont des derivees
de W 3110; elles ont ete choisies parmi les survivantes
sensibles ä X apres irradiation aux UV de bacteries segregeantes
Gal" provenant de souches heterogenotes lysogenes
normales; ces dernieres avaient ete produites par transduction
de W 3110 Galr par des lysats HFT de souches homoge-
notes pour les caracteres Gal" en question. De la meme
maniere, J. Weigle a produit la souche Gal4" Gal2". Les
caracteres Galj", Gal2" et Gal4~ sont ceux decrits par Morse,
Lederberg et Lederberg (19566). La souche 112 Gal4" est
decrite par Wollman (1953). Dans la plupart des
experiences Gal4" Gal2" a ete utilisee comme souche receptrice.
Elle ne produit pratiquement jamais de reversion, au con-
traire de 112 Gal4", Gal2" et Gal4";

b) Les souches syngenotes lysogenes defectives utilisees ont ete
obtenues par transduction ä basse multiplicite d'infection
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(m.i.) de souches receptrices sensibles avec un lysat HFT
provenant d'une souche 112 Gal(X)/ex GaL-A. Celle-ci a
ete obtenue par transduction de 112 Gals~ avec un lysat
LFT de C600 GaL (A). Cependant, pour certaines
experiences genetiques, on a prepare des souches syngenotes
lysogenes defectives en partant de lysats LFT de CR 63 (Ah)
et de C600 (Am5);

c) Les souches syngenotes lysogenes normales ont ete obtenues

par transduction ä une m.i. d'environ deux phages par
bacterie permettant l'infection simultanee par un phage
normal et un phage transducteur;

d) Quatre souches lysogenes defectives non syngenotes K12 (A def.)
ont ete utilisees pour les experiences de cooperation entre
deux prophages defectifs diflerents: C60 (Ail) et C33 (A i2)
(Appleyard, 1956), P14 (Jacob et Wollman, 1956a) et G2
(Arber et Kellenberger, 1958);

e) Pour l'etalement des phages A, les souches indicatrices C600

(Appleyard, 1954) et— pour les mutants \h — CR63(Apple-
yard, McGregor et Baird, 1956) ont ete utilisees.

Bacteriophages.

Le bacteriophage lambda du type decrit par Kaiser (1957)
et quelques-uns de ses mutants ont ete utilises. Le mutant
virulent A2 a ete decrit par Lederberg et Lederberg (1953); les
mutants me, m5. g1 c et /)4 ainsi que les quatre endroits e4 ä e4

determinant ensemble la virulence Font ete par Jacob et Wollman

(1954), le mutant mi par Kaiser (1955) et le mutant h par
Appleyard, McGregor et Baird (1956). La figure 1 montre la
disposition de ces marqueurs sur la carte des caracteres
genetiques de A.

Les phages 82 et 434 apparentes a A ont ete decrits par
Jacob et Wollman (1956A).

Les stocks de phages ont ete prepares soit, par lyse confluente
sur gelose, soit en milieu liquide, apres infection de bacteries
sensibles ou apres induction de bacteries lysogenes.

Preparation Tun lysat HFT.

Ln lysat obtenu par induction de la souche lvsogene
normale non svngenote W 3110 (A) (lysat LFT) contient une
proportion de 10"4 phages transducteurs par rapport aux phages
normaux. Cette proportion a ete determinee en effectuant sur
la souche sensible Gal4" Gal4" une transduction ä faible multiplicity

d'infection m.i.) du lysat LFT avec infection simultanee

par des phages normaux (m.i. 5).
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Si les phages transducteurs du lysat LFT, adsorbes par des
bacteries sensibles, lysogenisent ces dernieres, on obtient des
bacteries syngenotes: ce sont presque exclusivement des

syngenotes lysogenes normales, lorsque la lysogenisation est
effectuee ä une m.i. de 0,1 ou plus. Apres induction au rayon-
nement UV, ces souches syngenotes lysogenes normales donnent
un lysat HFT qui contient des phages normaux et des phages
transducteurs en quantites presque egales.

Les phages transducteurs d'un lysat HFT provenant d'une
souche heterogenote lysogene normale possedent pour la plupart,
les caracteres Gal exogenotes; certains cependant portent des

caracteres Gal endogenotes de la bacterie productrice (Morse,
Lederberg et Lederberg, 1956b). Pour obtenir un lysat HFT de

phages transducteurs portant tous les memes caracteres Gal,
il est necessaire d'avoir des souches homogenotes.

Un lysat HFT (notre n° 78) a ete utilise dans la plupart
des experiences decrites; il s'agit d'un lysat concentre par cen-
trifugation provenant d'une souche 112 Galj" (A)/ex GaP-A
induite; celle-ci a ete obtenue par transduction par un lysat
LFT de C600 CiaU (A) induite. Pour la souche receptrice
Galj- Gal2~ utilisee dans les experiences de transduction, le

lysat HFT 78 se comportait comme purement Gal", la souche
112 Galf Galj" Gal2" (A)/ex GaU-A etant homogenote pour les

caracteres Gal4~ et Gal2~. En elTet, dans une experience de
transduction a petite m.i. on a trouve 43 colonies lysogenes
defectives Gap, mais aucune colonie lysogene defective GaP.

On a utilise egalement parfois les lysats des souches
homogenotes Galj" (A)/ex Galjf-A et Gal2~ (A)/ex Gal2_-A isolees parmi
des segregeantes Gap en choisissant celles qui etaient encore
capables de produire un lysat HFT.

Les techniques de travail avec les phages sont celles decrites
par Adams (1950).

L'indicateur C600 pour le titrage de A est prepare de la
maniere suivante: Une culture de 4 ä 5 heures, aeree ä 37°,
avant atteint 2 109 bacteries/ml est centrifugee, reprise en
0.01 M MgS04 et aeree pendant 1 heure ä 37°. Les bacteries
ainsi carencees adsorbent tres rapidement les phages A. Pour
la preadsorption de A, 0,1 ml d'une dilution des phages est
melange ä 0,3 ml de l'indicateur carence et mis ä 45°. Apres
15 minutes, on ajoute 2,5 ml de milieu gelose (0,7% de Bacto-
Agar) et on etale le tout sur gelose.

Dans les experiences de croisement on a precede comme
Kaiser (1955).

Pour surinfecter des bacteries apres induction, on les carence
pendant 1 heure ä 37° en 0,01 M MgS04. Suivant l'experience,
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ce traitement de carence a lieu avant ou apres l'induction.
L'influence de la carence sur les bacteries induites est discutee
dans les resultats. L'adsorption des phages X sur des bacteries
carencees, ä une concentration de 2 108 cellules/ml, est de

95% ou plus en 10 minutes, ä 37°.

Isolement et purification des souches.

La colonie ä isoler est piquee avec une aiguille de platine
et resuspendue dans 1 ml de tampon. Avec une anse de platine,
une gouttelette est ensuite etalee en stries sur gelose. Apres
24 heures d'incubation a 37°, une colonie isolee est repiquee.
Generalement ce procede est repete une ou deux fois.

Induction par irradiation au rayonnement UV.

Sauf indication speciale, les bacteries lysogenes ä induire
sont traitees de la maniere suivante: Les cultures aerees ä 37°
sont centrifugees quand elles ont atteint la concentration de
3 108 baeteries/ml, puis resuspendues dans le meme volume
de tampon ou de milieu d'adsorption. Soit immediatement,
soit apres une heure de carence ä 37°, on effectue l'irradiation
des suspensions en couches d'une epaisseur d'environ 1 mm, ä

une distance de 100 cm delalampe UV (Westinghouse Germicidal
Lamp type W.L.782-30). Puis les bacteries irradiees sont diluees
en milieu nutritif et aerees ä 37°. Pour eviter la restauration
par la lumiere visible, toutes les experiences d'induction, de

meme que Celles avec des phages irradies sont faites dans une
chambre eclairee ä la lumiere rouge clair.

Photorestauration.

Dans les experiences de photorestauration, le tube de
croissance est place dans un bain-marie ä 37° ä une distance
de 13 cm de la lampe (G-E Sunlamp, 275 W).

Examen serologique.

La methode employee pour le titrage dans les lysats des
souches lysogenes defectives du materiel neutralisant le serum
anti-X est decrite ailleurs (Arber et Kellenberger, 1958).

Preparation pour la microscopie electronique.

La methode de la filtration sur agar a ete decrite pour
l'examen des lysats et le comptage des stocks de phages
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(Kellenberger et Arber, 1957) et pour l'examen des lyses
individuelles (Kellenberger et Kellenberger, 1957).

Microscope electronique: Trüb-Täuber, type KM.

Test de Vimmunite et de la lysogenie des souches.

1. Par stries et par gouttes:

a) Immunite envers X: Au moyen d'une anse de platine une
goutte du stock du mutant clair Xc, d'une concentration
d'environ 1010 phages/inl, est etalee en une strie a la surface
d'une boite gelosee. Ensuite une goutte de la culture ä
examiner est deposee en une strie perpendiculaire ä la
premiere. Apres 16 heures d'incubation ä 37° les stries des
souches immunes sont ininterrompues, tandis que celles
des souches sensibles montrent une zone de lyse ä l'endroit
oil les stries se croisent. Pour reconnaitre les mutants resis-
tants par adsorption, on emploie la meme technique en
utilisant du mutant virulent X2;

b) Lysogenie active: Une goutte de la culture ä etudier est
deposee sur une boite gelosee prealablement ensemencee en
nappe par des bacteries indicatrices. La boite est alors irra-
diee par une dose de rayonnement UV optimale pour l'in-
duction des bacteries lysogenes. Apres 16 heures d'incubation

ä 37°, les bacteries lysogenes actives ont provoque une
zone de lyse, tandis que ni les bacteries lysogenes defectives
ni les bacteries sensibles n'ont produit de zones de lyse.

2. Par la methode de replique:
La methode des repliques sur velours introduite par Leder-

berg et Lederberg (1952), appliquee pour la distinction des
colonies sensibles, lysogenes actives et lysogenes defectives par
Appleyard (1956) et Weigle (1957) est utilisee avec quelques
petites modifications.

Pour l'etude de la segregation des souches syngenotes
lysogenes defectives, les cultures a etudier sont diluees et etalees
ä la surface d'une boite EMB-galactose ou TTC-galactose de

faijon ä obtenir environ 200 colonies par boite. Apres 16 heures
d'incubation ä 37°, les colonies segregeantes GaL sont reperees.
On fait alors une replique sur velours sur une boite ou environ
2 109 mutants clairs Xe ont ete prealablement etales. La boite
est ensuite irradiee avec une faible dose de rayonnement UV
(20 secondes) et incubee pendant 10 heures ä 31°. Les colonies
sensibles ont alors presque disparu tandis que les colonies
immunes ont bien pousse. Sans irradiation UV, la difference
est moins nette.
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Pour distinguer les bacteries lysogenes normales des

lysogenes defectives, une replique est faite sur line boite ensemencee
en nappe par des bacteries indicatrices. Cette boite est ensuite
irradiee aux UY par la dose optimale d'induction (60 secondes).
Apres 16 heures d'incubation ä 37°, les colonies lysogenes
normales sont entourees par une zone de lyse tandis que les colonies

lysogenes defectives ne montrent pas de zone de lyse, pas
plus que les colonies sensibles.

Pour l'analyse des bacteries qui ont ete soumises ä la
transduction et qui forment des melanges de bacteries lysogenes
normales, lysogenes defectives et sensibles (non infectees on
refractaires), une premiere replique est faite sur une boite
ensemencee en nappe par des bacteries indicatrices, puis une
seconde sur une boite contenant du Xc.

Qualitativement, le titrage de la transduction d'un lvsat HFT
est obtenu, comme le decrivent Morse, Lederberg et Lederberg
(19566), en deposant une goutte du lysat ä etudier sur des

boites TTC-galactose contenant des bacteries receptrices; on
regarde s'il y a des colonies transduites en Gab a l'endroit du
depot apres 20 heures d'incubation. Pour tester les caracteres
Gal" portes par des bacteries apres transduction et segregation,
on depose une goutte d'un lysat I1FT d'une soucbe homogenote
lysogene normale sur la souche ä tester et on regarde egalement
s'il y a transduction ou pas.

Methodes de titration des phages transdacteurs.

Le phage genetiquement defectif n'etant pas capable de

former une plage de lyse sur une coucbe de bacteries sensibles,
la methode de titration des phages normaux n'est done pas
utilisable.

Si le defaut est dg. le phage peut transduire des bacteries
et le nombre de bacteries transduites peut etre une mesure du
nombre des phages Xc/g dans un lysat. Si l'on connait 1'efTieacite
de lvsogenisation, on peut alors calculer le titre des phages
transducteurs. Mais cette efficaeite est variable avec la in.i.,
ce qui est du au phenomene de cooperation lors de la lvsogenisation

entre Xcfg et un phage normal. On est done oblige soit
d'elfectuer la transduction ä tres petite m.i., soit de surinfecter
toutes les bacteries avec au moins un phage normal pour assurer
la cooperation. Cette derniere methode a ete utilisee le plus
souvent: on infecte des bacteries receptrices (5 108/ml) avec
une m.i. de 10"2 ä 10"3 en phages transducteurs par bacterie en
les surinfectant simultanement avec des phages normaux d'un
lysat ne contenant pas de phages capables de transduire les

caracteres Gal" consideres (m.i. 5). Apres 30 minutes



PAR I.E BACTERIOPHAGE LAMBDA 271

d'adsorption ä 37°, on etale des dilutions adequates ä la surface
de boites TTC-galactose, et on determine le nombre de colonies
transduites Gal+ apres 20 ä 24 heures d'incubation ä 37°. Dans
ces conditions, l'efficacite de transduction est constante pour
des m.i. en phages defectifs de KT1 ä 10~4, ce qui a ete trouve
aussi par Campbell (1957). Nous avons determine cette efficacite
en comparant le nombre de phages de notre lysat HFT 78 effec-
tuant une transduction dans les conditions indiquees avec le
nombre de phages defectifs determine par d'autres methodes
(comptage au microscope electronique, transduction apres
irradiation du lysat HFT au rayonnement UV, nombre de parti-
cules du lysat HFT capables de tuer la bacterie receptrice) et
nous avons trouve une efficacite de transduction de 20%. Ceci

correspond ä l'efficacite de lysogenisation d'un phage normal
lorsqu'il infecte seul une bacterie sensible. Pour trouver le

titre en phages transducteurs d'un lysat HFT, il faut done
multiplier par 5 le nombre des transductions effectuees.

Cette methode permet de titrer des phages transducteurs
par un procede relativement simple. La precision obtenue n'est
cependant pas aussi grande que celle de la titration des phages
normaux; elle depend en premier lieu de la determination de
l'efficacite de lysogenisation pour les phages en question. Cette
efficacite etant une fonction des conditions physiologiques des
bacteries receptrices, il est indique, pour diminuer l'erreur, de

faire en parallele avec le titrage d'un lysat HFT inconnu celui
d'un lysat HFT connu, dont le titre a ete determine par plu-
sieurs methodes. De cette fa9on on elimine l'infiuence de l'etat
de la culture receptrice et l'erreur est inferieure ä 30% ainsi
que l'ont montre des controles. C'est cette methode qui a ete
utilisee pour les titrations importantes.

D'autres methodes de titration ont ete essayees, mais
aucune n'a donne entiere satisfaction. Ainsi nous avons tente
de nous servir de l'effet de la cooperation lors de la multiplication

lytique. En infectant simultanement des bacteries
sensibles avec des phages transducteurs et des phages normaux,
ou bien en infectant des bacteries lysogenes normales induites
avec les phages transducteurs, les deux sortes de phages se pro-
pagent. Ainsi on peut multiplier egalement le phage trans-
ducteur et par lä augmenter la possibility de le detecter tot ou
tard par son effet transducteur dans la plage formee. Si la
concentration des bacteries est telle que des phages transducteurs

sortant de la premiere bacterie lysee s'adsorbent sur des
bacteries voisines ayant reiju en meme temps un phage normal,
on trouve dans les plages de lyse de petits amas de colonies
transduites sur les boites TTC-galactose. Par cette methode on
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obtient direetement le nombre de phages transducteurs etales
sur les boites. Malheureusement, il s'est revele que la concentration

en bacteries est tres difficile ä choisir. Quand on depasse
une certaine quantite de bacteries, celles-ci ne sont pas multi-
plement infectees apres la premiere lyse; quand on n'en met pas
assez, les bacteries sensibles ont le temps de former des micro-
colonies avant d'etre atteintes par les phages liberes ä une
certaine distance: il n'y a pas alors infection multiple. Pour
cette raison, cette methode n'est pas indiquee pour l'usage
courant, bien qu'elle ait donne occasionnellement le meme titre
que d'autres methodes.

Une autre fagon de determiner la somme des titres en phages
actifs et en phages transducteurs d'un lysat UFT se base sur
la capacite des phages genetiquement defectifs de recombiner
avec des phages apparentes 82 ou 434. Le lysat IIFT est

par exemple adsorbe sur des bacteries lysogenes normales
K12 (434) induites par les UV. Apres adsorption, mais avant la
lyse, on etale en presence de bacteries K12 (434) non induites
sur des boites gelosees. Les bacteries K12 (434) ayant ete
infectees par un phage X actif forment une plage. Une plage
se forme egalement ä l'endroit ou Ton a depose une bacterie
K12 (434) infectee par un phage X defectif, ä condition qu'au
moins un X recombinant actif puisse se produire. Cette condition

n'est cependant pas toujours remplie.
Le comptage du lysat UFT au microscope electronique

permet de determiner le titre en phages morphologiquement
intacts.

Ciiapitre II

EXAMEN DE SOLCHES SYNGENOTES LYSOGENES
DEFECTIVES

I. Manifestations du prophage dans les bacteries
SYNGENOTES LYSOGENES DEFECTIVES.

Dans les bacteries lysogenes normales le prophage se manifeste:

a) par l'immunite de la bacterie enters un phage homo-

logue infectant et b) par la liberation de phages infectieux nor-
maux lors de la lyse apres induction soit spontanee soit provo-
quee par des agents inducteurs.
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Par definition, les bacteries syngenotes lysogenes defectbes
sont egalement immunes, mais elles ne liberent pas de phages.
D'autres manifestations moins directes telles que l'apparition
de recombinants actifs apres surinfection des bacteries
lysogenes defectives induites par des phages normaux genetique-
ment marques permettent cependant de prouver l'existence
d'un prophage.

1. Immunite.

Comme deja dit, le prophage defectif est toujours capable
de c.onferer ä la bacterie svngenote lvsogene defective l'immu-
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Schema du groupe de liaisons des caracteres utilises
du bacteriophage X.

Distances en pour-cent de recombinants dans des croisements de deux
facteurs entre deux phages non irradiös, selon Jacob et Wollman (1954),
Kaiser (1955) et Appleyard, .McGregor et Baird (1956).

nite envers le phage X et ses mutants ä l'exception du mutant
virulent X2. II n'v a done pas de difference en ce qui concerne
l'immunite entre les bacteries syngenotes lysogenes defectives
et les bacteries lysogenes normales.

2. Restauration par les bacteries syngenotes lysogenes defectives
des phages virulents ~k2 inactives par le rayonnement U V.

Les phages virulents X2 irradies par le rayonnement UV
donnent une proportion de phages survivants plus grande
quand ils sont etales avec des bacteries portant un prophage X

qu'avec des bacteries sensibles (Jacob, 1954; Jacob et Wollman,
1956a; Arber et Kellenberger, 1958). La figure 2 montre que
cette reactivation du X2 irradie est egalement produite par les

souches syngenotes lysogenes defectives, mais qu'elle est plus
petite qu'avec les bacteries lysogenes normales. 11 n'v a pas
de difference entre le pouvoir reactivant des souches syngenotes
lysogenes normales et celui des souches lysogenes normales non
syngenotes.
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3. Recombinaison genetique entre le prophage dejeclif Adg
et le phage ~/.2 irradie aux UV et sur injectant.

Dans les lysats de souches syngenotes lysogenes defectives
GaD/ex GalT-A infectees avec A2 irradie on trouve des

recombinants actifs non virulents. Ainsi pour une irradiation de

DOSE D'U V EN MINUTES

Capacite des phages virulents X2 irradies au rayonnement UV
de former des plages.

Un stock de >.2 de 1,4 10* phages'ml est irradiö A une distance de 55 ein
de la lampe UV Pour difrerentes doses d'UV un 6chantillon est diluö, les phages
adsorb£s sur des bactenes indicatnces carencees et ensuite CtalCs sur gClose
En abscisse dose de rayonnement UV en minutes. En ordonnee fraction des
phages capables de former une plage sur la souche mdicatrice (1,0) syng^note
iysog£ne normale, (2, O) syngCnote lysog£ne defective et (1. J^) sensible.

300 secondes (correspondant ä une survie de X2 — etale sur
une souche sensible — de 1,3 10~5), on trouve 16% de

recombinants actifs A2G



PVR LE BACTERIOPHAGE LAMBDA 275

II. Induction a i.a lyse et produits de lyse.

1. Inductibilite.

Les bacteries lysogenes normales et les bacteries syngenotes
lysogenes defectives, irradiees avec la meme dose optimale de

rayonnement UV, se lysent apres le meme temps de latence,

Fig. 3.

Inductibilite par le rayonnement UV d'une souche heterogenote
lysogene defective (1; O), d'une souche heterogenote lysogene
normale (2; •) et d'une souche sensible (3; A) segregeante de la

souche lysogene defective.
Des cultures (le 5 • 108 liactfries/ml soul centrifuges, resuspendues en

tampon A la mOmc concentration, irradiSes avec une close de 60 secondes de
rayonnement UV et dilutes quatre fois en tryptone. La densitfi optique de
ces cultures aCrCes ä 37° est mesurCp en function du temps aprOs l'induction
a l'aide d'un photoinOtre Meunier.

tandis qu'une culture sensible ne se lyse pas apres le meme
traitement (figure 3).

Des essais avec le dichlorene ont montre que les souches

lysogenes normales et les souches syngenotes lysogenes defectives

sont egalement inductibles, au meme degre, par des agents
inducteurs chimiques.

Archives des Sciences. Vol. 11, fasc. 3, 1958. 19
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2. Analyse des produits de lyse.

Dans les lysats obtenus par induction de souches syngenotes
lysogenes defectives on ne trouve jamais de particule infectieuse
ni de particule capable de transduire. L'analyse de ces lysats
au microscope electronique ne montre pas de structures liees

ä la production de phages, c'est-ä-dire de phages morphologi-
quement intacts, de membranes de tetes vides ou de queues,
ce qui permet d'exclure qu'il y ait plus de 10~2 de ces structures

par bacterie induite et lysee. Ces resultats ont ete obtenus par
l'analyse de plusieurs souches isolees ä partir de lysats LET
independants, ainsi que par l'examen, au microscope electronique,

de plus de 100 lyses individuelles.
Des lysats de bacteries svngenotes lysogenes defectives

(induites ä 5 108 bacteries/ml) ont ete examines quant ä leur
contenu en materiel neutralisant le serum anti-X (SBP). Dans

aucun cas il n'a ete possible de trouver du SBP en quantite
mesurable, tandis que les lysats de souches lysogenes normales

prepares dans les memes conditions ont montre une grande
quantite de SBP.

3. Recombinaison du phage defectif induit avec nn phage

surinfectant.

Dans les lysats obtenus par induction de souches syngenotes
lysogenes defectives suivie de surinfection par des phages

normaux Xw6 c, on trouve qu'environ 10% des phages actifs
sont du type me c~, 3% mR c et 1% mR c Le phage surinfectant

Xw6 c a done recombine avec le phage defectif Xm6' c ;

on peut en conclure que les marqueurs m6 et c ont ete perpetues
avec le genome du prophage defectif de la bacterie syngenote
lvsogene defective.

4. C'ourbe d'induction.

La surinfection, par des phages genetiquement marques, de

bacteries syngenotes lysogenes defectives induites est un moven
d'obtenir une courbe d'induction en considerant, en fonction
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de la dose UV appliquee sur les bacteries lysogenes defectives:

a) soit la presence de recombinants actifs dans les centres

infectieux, b) soit la disparition de l'immunite envers les phages

surinfectants, c'est-a-dire la capacite de la bacterie surinfectee
de donner lieu ä la formation d'un centre infectieux.

DOSE D'UV EN SECONDES

Fig. i.
Courbes d'induction par le rayonnement UV d'une souche heterogenic

te lysogene normale 112 Gals~ (X)/ex Gal1 -X avec et sans carence
prealable en 0,01 M MgS04.

Une culture de 5 108 bact6ries/ml est divisive en deux parties a) et b).
(a, O) est centrifuge, reprise en tampon k 5 • 108 bacl6ries/ml et irradiöe
avec des doses variables de rayonnement UV. Un 6chantillon est pr£lev6 apr£s
chaque irradiation et diluö cinquante fois en trvptone k 37°. 40 minutes plus
tard, le nombre des centres infectieux est dfHermin6 par 6taleinent sur g61ose
avec des bacteries indicatnces. (6, #) est centrifuge, reprise en 0,01 M MgSO*
k 5 • 10s bactöries/ml, carene6e pendant 1 heure k 371- et lrradi^e avec des
doses variables d'UV. La suite du traitement de b) apr£s 1'irradiation est la
nu'-me que pour a). En abscisse dose d'UV en secondes. En ordonn^e: fraction
des bacteries productrices de phages.

Pour obtenir une bonne adsorption des phages surinfectants,
les bacteries ont ete carencees en 0,01 M MgS04 (Kaiser, 1957)
avant Finduction. L'influence de cette carence sur la courbe
d'induction a ete etudiee avec des bacteries lysogenes normales
(figures 4 et 5). Tandis que la dose optimale de rayonnement UV
pour les bacteries non carencees est de 50 ä 60 secondes, une
dose de 110 ä 130 secondes est necessaire pour obtenir une
induction optimale dans le cas des bacteries carencees.
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La duree de la periode latente n'est pas sensiblement pro-
longee chez les bacteries carencees et induites avec la dose
optimale. Par contre le rendement en phages est plus faible (environ

50 phages par bacterie lysee) que chez les bacteries non
carencees. On ne sait pas si cela est du a la carence meme ou ä

la dose plus forte de rayonnement UV.

DOSE D'U.V. EN SECONDES

Fig. 5.

Sensibilite des souches au rayonnement UV.
(i; 9) 112 Galj"(X)/ex Gal"->. lidtßrogSnote lysogCne normale en tampon

sans carence; (2; A) 112 GaL~ (?.)/ex Gal"-?. h6t6rog£note lvsogöne normale
aprös carence en 0,01 M MgSCU et (3; O) H*2 Uai&*7ex Gal"-A n£terogenote
lysogöne defective aprOs carence en 0,01 M MgSCU.

(1) a subi le traitement decrit sous a) dans le texte de la figure 4. (2) et (3)
ont subi le traitement decrit sous b) dans le texte de la figure 4. Le nombre
des bacteries survivantes est d^termin6 par dtalement sur gölose. En abscisse:
dose de rayonnement UV en secondes. En ordonn6e: fraction des bactöries
survivantes.

En outre, on a pu montrer qu'on obtient des courbes d'in-
duction identiques lorsque la carence est faite avant l'induction
(comme decrit dans le texte de la figure 4) ou lorsqu'elle la suit
immediatement. Des essais ont ete faits pour voir si Ton peut
interrompre par une carence durant la periode latente le
developpement des phages dans les bacteries lysogenes induites.
Un tel traitement est possible sans perte de centres infectieux
et sans diminution considerable du rendement en phages
pendant les quarante premieres minutes qui suivent l'induction.
Les bacteries ainsi traitees peuvent etre conservees pendant
plusieurs heures ä 4° et le developpement des phages reprend
des qu'elles sont diluees en tryptone.
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Des bacteries heterogenotes lysogenes defectives carencees

GaD/ex Gal -X portant le prophage Xrfg weT c1" ont ete irradiees

avec des doses croissantes de rayonnement UV et surinfectees

DOSE D U V EN SECONDES

Fig. 6.

Courbe d'induction par le rayonnement UV d'une souche hetero-
genote lysogfene defective 112 Gal4"/ex Gal'-X„ par la methode de

surinfection.
I'ne culture de 5 108 bact£nes/ml est centrifuge et resuspendue en milieu

d'adsorption. Aprte une heure de carence k 37°. les bacteries k une concentration
de 5 • 108 sont irradiees avec des doses variables de rayonnement UV. Apres
chaque irradiation, 0,5 ml sont pr£lev6s et mis en contact k 37° avec 0,05 ml
d'un stock de phages Xc d'une concentration de 2,5 • 108 phages/ml. Apr£s
10 minutes, 0,05 ml de serum anti-X (k 15) sont ajoutes pour neutraliser les
phages non adsorbes. 5 minutes plus tard, des dilutions sont etaiees sur gelose
avec C600. Apres incubation, le total des centres infectieux (O) amsi que le
nombre des centres infectieux tachetes (Q) sont determines. En abscisse
dose d'UV en secondes. En ordonnee. fraction des bacteries infectees produisant
un centre infectieux.

a\ec des phages actifs Xm6 c. Le nombre de centres infectieux
a ete determine en fonction de la dose UV (figure 6, courbe 1).

La dose optimale est la meme que celle que Ton a trouvee pour
les bacteries lysogenes normales dans les memes conditions de

carence. La sensibilite aux UV des souches syngenotes lysogenes
defectives est egalement la meme que celle des souches synge-
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notes lysogenes normales (figure 5). Le nombre relativement
grand (4%) de bacteries non immunes ä Xm6 c pour la dose 0

s'explique par le fait que la culture Gal~/ex Gal+-A utilisee
contenait 4% de bacteries segregeantes sensibles. La moitie
environ des plages contenait des secteurs troubles (figure 6,

courbe 2); ces centres infectieux contenaient done un ou plusieurs
phages recombinants actifs c

5. Photorestauration de Vinduction.

L'experience representee par la figure 7 montre que les

bacteries syngenotes lysogenes defectives sont pliotorestaurables
apres l'induction UV, comme le sont les lysogenes normales

(Jacob, 1954; Jacob et Wollman, 1955). Dans les conditions

TEMPS D'ILLUMINATION EN MINUTES

Fig. 7.

Photorestaurabilite d'une souche heterogenote lysogene defective
aprbs induction par le rayonnement UV.

Une culture de 5 • 10® bact^ries/ml est dilute cent fois en tampon, induite
avec une dose de 40 secondes de rayonnement UV, dilute dix fois en tryptone
et maintenue A 37° A l'obscurit£. Apr£s 8 minutes, le tube de croissance est
expose A la lumi£re visible dans un bain A 37°. A des temps d'lllumination
variables, un ^chantillon est pr£lev£ et remis ä l'obscurit6 A 37°. 50 minutes
aprds l'induction, des dilutions de cliaque öchantillon sont 6talöes sur g£lose.
En abscisse: temps d'lllumination par la lunn^re visible en minutes. En ordon-
nOe: fraction des bacteries formant des colonies.
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choisies, le titre des bacteries irradiees formant des colonies est

plus de vingt fois plus eleve apres illumination avec la dose

optimale de lumiere visible que sans photorestauration. La

photorestauration ne peut se faire qu'au premier tiers de la

periode latente. Apres ce temps, la fraction de bacteries photo-
restaurables diminue fortement. On trouve les memes facteurs
de photorestaurabilite apres des doses d'induction UV relative-
ment faibles (40 secondes) et relativement fortes (200 secondes).

La proportion des bacteries survivantes apres induction aux
UV et photoreactivation avec la dose optimale de lumiere

correspond ä la proportion de survie des bacteries sensibles —
qui elles ne sont pas photorestaurables dans ces conditions —•

irradiees par la meme dose d'UV.

III. CoMPORTEMENT DU PROPHAGE

T.ORS DE LA MULTIPLICATION DES BACTERIES SYNGENOTES.

II est tres rare qu'une bacterie lysogene normale pour le

phage du type de reference X devienne sensible. Parmi 104 colonies

testees par la methode de replique d'une souche K.12 (X)/X

toutes etaient lysogenes normales. La fraction des bacteries
sensibles ayant perdu leur prophage a done ete moins de 1CT4.

Les bacteries etant resistantes ä X par adsorption, on peut
exclure que les segregeantes sensibles eventuelles soient lvso-

genisees a nouveau par les phages provenant de lyses spontanees.
Les sept souches lysogenes defectives du type K12 (X def.) qui
n'ont pas le defaut dg, decrites par Arber et Kellenberger (1958),

sont egalement stables. Cependant, certains mutants de X,

par exemple Xp4, produisent des lysogenes instables qui, au

cours de leur multiplication, segregent des bacteries sensibles.

Les cultures de bacteries syngenotes lysogenes defectives
contiennent toujours des segregeantes sensibles, meme lorsque
le prophage defectif provient du type de reference X. La perte
de l'immunite est souvent accompagnee de la perte par la
bacterie de la capacite de fermenter le galactose. Le tableau I
donne les resultats de l'etude de la segregation dans les souches

heterogenotes lysogenes defectives 112 Galb"/ex Gal+-X. Sur
12.325 colonies testees, on en a trouve 242 de sensibles dont
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Tableau I.

Produits de segregation de souches heterogenotes lysogenes defectives.

Souche n°

Nombre
de Gab
lysogenes
defectives

Nombre
de Gal'
sensibles

Nombre
de Gal"

lysogenes
defectives

Nombre
de Gal"
sensibles

4 823 9 o 19
11 648 7 0 7

12 496 5 0 6

13 687 3 0 1

14 540 9 0 2

15 478 1 0 15
16 208 2 0 3
17 380 1 0 8

18 625 6 0 10
19 618 9 0 3

20 717 3 0 6
21 558 3 1 8

22 426 3 0 4

23 521 4 0 5
24 425 1 0 5
25 426 0 0 3

26 576 6 0 10
27 798 10 0 1

28 514 2 0 8

29 996 6 0 13
30 620 9 0 6

Total 12.080 99 3 143

De chacune des 21 souches heterogenotes lysogenes defectives
112 Gaij~/ex GaD-X differentes, une colonie Gab est repiquee en
10 ml de tryptone et aeree ä 37° jusqu'ä une concentration de
5 108 bacteries/ml. Des dilutions de ces cultures sont etalees sur
des boites EMB-galactose. Apres 20 heures d'incubation, on analyse
les colonies par la methode des repliques.

143 etaient Gab et portaient done au locus considere le caractere

endogenote, tandis que 99 des colonies sensibles etaient
Gal1", porteuses du caractere exogenote.

La proportion des bacteries parmi les segregeantes sensibles

qui montre le caractere Gal exogenote depend du caractere Gal

que Ton considere. Dans une culture de la souche Galj" Gal2-/
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ex Gal'-A on a trouve parmi 3840 colonies testees 3716 synge-
notes lysogenes defectives, dont 5 Gal" (homogenotes), et 124

segregeantes sensibles, dont 19 Gal" et 105 Gal". 48 des segre-
geantes sensibles Gal" ont ete analysees quant aux caracteres

Galj et Gal2: 43 etaient Galj" Gal2" et 5 Galt+ Gal2".
Les segregeantes sensibles Gal' sont stables; elles ne

segregent jamais de bacteries Gal". Cette stabilite indique que
la bacterie n'est plus diplo'ide pour le Gal apres la segregation
de l'i'mmunite. Le genome de la bacterie segregeante porte des

caracteres endogenotes et exogenotes, ce qui peut etre explique
comme le resultat d'une recombinaison genetique entre ces

caracteres homologues.
Plusieurs segregeantes sensibles Gal" et Gal" ont ete

examinees pour voir si une partie du prophage subsiste dans la

bacterie, c'est-a-dire si la perte de 1'immunite est toujours
accompagnee par la perte des autres marqueurs du prophage
ou pas. Aucune des souches n'a ete inductible ä la lyse par le

rayonnement UV. Apres infection des segregeantes sensibles —
induites ou non induites — avec des phages genetiquement

marques, il n'a jamais ete possible de retrouver par recombinaison

des marqueurs (c+, mC) provenant des prophages qui se

trouvaient, avant la segregation, dans les bacteries lysogenes
defectives. Les lysats ainsi obtenus n'etaient jamais HFT. Si

1'immunite est perdue, les autres proprietes detectables du

prophage defectif ne se manifestent done plus.
Parmi les segregeantes Gal" se trouvent exceptionnellement

des bacteries lysogenes defectives (1 ä 10% des segregeantes
Gal", suivant les caracteres Gal" consideres). Elles segregent
des sensibles avec la meme frequence que le font les heteroge-
notes lysogenes defectives. Leurs lysats, obtenus apres induction

aux UV et surinfection avec des phages normaux (Arber,
Kellenberger et Weigle, 1957), sont capables de transduire a

haute frequence. II s'agit done d'homogenotes GaL/ex Gal"-A.
Les lysats — obtenus par induction et surinfection avec

du X normal — de trois souches segregeantes Gal" lysogenes
defectives qui provenaient d'une souche lysogene defective

Galj" Gal2"/ex Galj' Gal2"-X ont ete analyses quant ä leur
capacite de transduire (tableau II). Aucun des lysats n'etait



284 TRANSDUCTION DES CARACTERES GAI.

capable de transduire les souches sensibles Gal4" Gal2" et Gal2~.

Deux des trois lysats (c50 et c53) ont transduit ä haute

frequence les souches Gal^ et Gal4~. Les deux souches lysogenes
defectives sont done homogenotes pour Gal2~. Le lysat obtenu
de la souche c44 n'a pas transduit la souche sensible Gal4~,

mais il a transduit la souche Gal4\ La souche c44 doit etre

Tableau II.
Analyse des caracleres Gal de trois souches segregeantes Gal"1

restees syngenotes lysogenes defectives.

Lysat
tie la

souche

Souche röceptrice sensible

Gal, Cial2 Galf Oal8- Oal4~

C'l'l +
c50 — + + — _L _L

c53 + + ~ ~T~ ~T~

Des bacteries segregeantes Gal- provenant d'une souche syn-
genote lysogene defective Gal,-Gal2 /ex Gal,1 Gal2"-X, et qui sont
restees syngenotes lysogenes defectives apres la segregation, sont
induites aux UV et surinfectees avec des phages normaux. Les lysats
sont examines quant a leur capacite de transduire les differentes
souches GaL par le depot de gouttes sur des boites TTC-galactose
ensemencees avec les bacteries receptrices.

— pas de transduction.
+ + transduction UFT.
+ transduction UFT. mais moins frequente que + +

homogenote Galj" Gal2~/ex Galj" Cral2"-X. La transduction du

lysat c44 sur Gal4^ etait moins efFicace que celle des lysats c50

et c53. Cela s'explique par l'effet de position cis-trans de

Gal, Gal4 (Morse, Lederberg et Lederberg, 19566).

La segregation du prophage defectif a lieu egalernent chez

les souches syngenotes lysogenes normales, qui se comportent
comme des souches doublement lysogenes pour un prophage
normal actif et un prophage defectif (Arber, Kellenberger et

Weigle, 1957). I,e prophage actif n'est jamais perdu lors de ces

segregations, si bien que les segregeantes sont toujours des

lysogenes normales ne donnant plus de lysats HFT et stables
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pour les caracteres Gal, lesquels peuvent etre Gal" cm Gal'

comme chez les segregeantes de souches syngenotes lysogenes
defectives. Morse, Lederberg et Lederberg (1956a, b) n'ont
etendu leur etude des segregations de souches heterogenotes
lysogenes normales que sur les segregeantes Gal". lis ont determine

la frequence de segregation de Gal" de cultures Gal" (X)/

ex GaL-X, et ont obtenu une probabilite de segregation par
division bacterienne de 2,6 • 10"3. Utilisant la meme methode

que ces auteurs, nous avons determine la probabilite de

segregation de sensibles dans une culture homogenote lysogene
defective 112 Galb"/ex Gal[,"-X et trouve une valeur de 5,5 • 10"3

(tableau III). Cette valeur est en accord avec le resultat de

Morse et al., etant donne que ces auteurs n'ont cherche que les

segregeantes Gal".

Discussion.

Comparons les proprietes des trois souches lysogenes sui-

vantes: lysogenes normales K12 (X), lysogenes defectives K12

(X def.) et syngenotes lysogenes defectives Gal"/ex GaD-X.

Les trois sortes de souches sont immunes envers X mais non

envers le mutant virulent X2.

Dans les lysats de K12 (X) on trouve 100 ä 200 phages
actifs par bacterie lysee capables de former des plages. Arber
et Kellenberger (1958) ont en outre trouve des structures liees

ä la production de phages: environ 100 membranes de tetes vides

et 100 queues par bacterie lysee; on trouve egalement du materiel

qui neutralise le serum anti-X et qui en partie n'est pas lie

aux phages ou aux queues.
Les souches K12 (X def.) sont defectives soit dans la

Synthese de certains constituants du phage, soit dans l'assemblage
final du phage intact. La defectuosite est specifique pour chaque
souche lysogene defective etudiee. Les caracteres defectifs

peuvent etre localises sur la carte genetique de X. Des reversions

vers la synthese de phages actifs semblent se produire.
Les souches syngenotes lysogenes defectives Gal"/ex GaL-X

ne sont capables de produire ni des phages normaux, ni des

constituants morphologiquement reconnaissables tels que tetes
vides ou queues, ni du materiel neutralisant le serum anti-X.
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Tableau III.
Frequence de segregation de bacteries sensibles a partir d'une souche

syngenote lysogene defective.

Une culture de 3 • 10s bacteries homogenotes lysogenes defectives

112 Gal^/ex Gal4~-X par ml est diluee ä 14 bacteries par ml.
Des pipettes de 0,1 ml sont remplies avec cette suspension et deposees
horizontalement ä 37°. Apres 190 minutes de culture, le contenu de

chaque pipette et les 0,1 ml de tryptone provenant du lavage sont
etales sur gelose. Apres 16 heures d'incubation ä 37°, des repliques
sur Xe permettent de distinguer les colonies sensibles parmi les
colonies lysogenes defectives.

Nombre de
colonies lysogfines

defectives

Noinbre
de colonies

sensibles

20 0

182 16
9 0

97 0

46 0

59 0

168 1

101 0

88 40
95 13

Total 865 70

Nombre de pipettes: 12.
Nombre de pipettes sans bacterie: 2.
Nombre de pipettes avec des bacteries uniquement lysogenes

defectives: 6.

Nombre de pipettes avec des bacteries lysogenes defectives et
des bacteries sensibles: 4.

Proportion de pipettes ne contenant pas de sensibles: p0 0,6.
« Clone-size » moyen: N 93,5.
La probability de segregation a) par division bacterienne est

calculee d'apres la formule utilisee par Morse, Lederberg et Lederberg

(1956a):

a ^ log — 5,5 • 10"3
-N p o

Malgre ce defaut, la bacterie est inductible, et la lyse a lieu au
meme moment que celle des bacteries lysogenes normales.
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Apparemment l'endolysine (Jacob, Fuerst et Wollman, 1957)

provoquant la lyse est synthetisee. Cette synthese peut etre

interrompue (comme celle des materiaux phagiques par des

bacteries lysogenes normales) par la carence au cours de la

periode latente; eile repart des qu'on replace les bacteries en

milieu nutritif.
La restauration du mutant virulent X2 inactive par le

rayonnement UV est possible aussi bien avec les souches

GaF/ex Gal'-X et K12 (X def.) qu'avec K12 (X). Dans les deux

premiers cas, le pouvoir reactivant est moins grand que celui
des bacteries lysogenes normales.

Le genome Xdg semble etre incapable de se multiplier vege-
tativement apres induction (Arber, Kellenberger et Weigle,
1957). Cependant, aussi longtemps qu'il est lie ä la bacterie
dans l'etat de la lysogenie, il se propage au rythme de la

multiplication bacterienne. Ce n'est que dans une division sur 200

qu'il se perd et qu'il en resulte une bacterie sensible.

II peut sembler que le nombre de segregeantes sensibles est

augmente par irradiation au rayonnement UV et ceci surtout
quand on evite la photorestauration. Mais on a pu montrer

que cette augmentation du rapport entre le nombre de bacteries

sensibles et de bacteries lysogenes defectives parmi les

bacteries survivantes ä l'irradiation n'est due qu'ä la sensibilite
differente des bacteries. Le rapport initial est retrouve dans les

cultures induites qui ont ete photorestaurees avec la dose

optimale de lumiere visible, et cela aussi bien pour les doses

d'UV faibles que pour de fortes doses.

Les bacteries segregeantes sensibles sont toujours stables.

Leurs caracteres Gal sont si frequemment de provenance exo-

genote qu'il se pourrait que chaque bacterie segregeante ait fait
une recombinaison genetique entre endo- et exogenote et ceci

probablement au Stade de division a chromatides multiples.
Les experiences ne permettent pas de savoir si une telle
recombinaison a deja eu lieu dans la bacterie syngenote lysogene
defective avant la perte du prophage.

Examinons les differentes explications possibles de l'appa-
rition de segregeantes sensibles recombinees dans la region Gal:
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1. Admettons que le prophage defectif soit fixe sur la region
Gal elle-meme ou assez pres de celle-ci pour qu'il lui soit

possible de faire des recombinaisons avec l'endogenote sans

etre oblige de se detacher de son propre endroit:

a) II est alors possible que des recombinaisons se fassent

frequemment lors des divisions bacteriennes, de sorte

que Ton arrive finalement ä un equilibre oil 50% des

caracteres sont echanges entre endo- et exogenote.
Apres la perte du prophage, laquelle ne serait pas en

relation avec la recombinaison, on trouvera autant de

caracteres Gal exogenotes qu'endogenotes dans la
bacterie sensible. Si cette explication etait juste un
lysat Gal" (A)/ex Gal'-A serait equivalent ä un lysat
de Cial (A)/ex Gal"-A quant ä son pouvoir transducteur,
ce qui n'est pas le cas (Morse, Lederberg et Lederberg,
19566);

b) II est possible que chaque recombinaison entre les

caracteres endo- et exogenotes ait pour consequence la

perte du prophage defectif.

2. Admettons que le prophage defectif soit fixe ä un endroit
assez eloigne de la region Gal, de sorte qu'il soit oblige de

se detacher pour recombiner avec la region Gal endogenote.
Ce detachement aurait lieu environ une fois sur 200 divisions
bacteriennes et ne correspondrait pas ä une induction,
puisque la bacterie ne se lvse pas. Le prophage detache

pourrait alors se lier aux caracteres Gal endogenotes et
recombiner avec ceux-ci. Un mecanisme analogue pourrait
expliquer comment le phage Adg irradie aux UV transduit
une bacterie receptrice en une bacterie sensible stable Gal

(voir chapitre V).

Parmi les segregeantes Gal" d'une souche heterogenote
lysogene defective, 1 ä 10% restent syngenotes lysogenes
defectives. Si Ton part d'une souche Gal"/ex Gal"-A, on obtient
en choisissant les colonies lysogenes defectives Gal" des souches

homogenotes Gal"/ex Gal"-A. Si Ton part de la souche

Galj" Gal2"/ex Galj" Gal2"-A, on peut obtenir des homogenotes

pour Fun des deux caracteres Gal ou pour les deux. On a ainsi
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une methode simple pour isoler des souches Gal" homogenotes

lysogenes defectives.

Morse, Lederberg et Lederberg (19566) ont explique par une
division mitotique la possibility qu'a la bacterie syngenote de

se multiplier en maintenant endo- et exogenotes inchanges; une
division reductionnelle aurait pour consequence la perte de

l'exogenote apres une recombinaison de celui-ci avec la partie
homologue endogenote. L'automixis permet d'expliquer 1'appa-

rition de bacteries homogenotes pour certains caracteres Gal.
Ces explications, donnees pour la propagation et la

recombinaison des caracteres Gal exogenotes, peuvent etre maintenues

pour les deux hypotheses 1. b) et, 2. dejä exposees, expliquant
ainsi l'apparition de segregeantes sensibles recombinees dans

la region Gal. Selon 1. b) une division reductionnelle des caracteres

Gal entrainerait la perte du prophage, lequel pourrait
cependant se maintenir apres l'automixis. Selon 2., oü le deta-
chement du prophage est la condition pour que la recombinaison
ait lieu, la reduction serait le cas oü le phage est perdu. L'automixis

permettrait au phage de survivre ä la recombinaison et de

se fixer ä nouveau sur le genome bacterien.

Chapitre III

DfiFECTUOSITU DU PHAGE X

TRANSDUCTEUR DE GAL

I. Lysogknisation et transduction des caracteres Gal
PAR UN LYSAT HFT.

Nous avons pu montrer (Arber, Kellenberger et Weigle,
1957) qu'il est rare d'obtenir des bacteries svngenotes lysogenes
defectives lorsque la lvsogenisation par un lysat HFT est faite
ä une multiplicity d'infection (m.i.) de cinq phages actifs par
bacterie sensible. Dans ce cas, toutes les bacteries transduites
sont des syngenotes lysogenes normales. Par contre, lors d'une

lvsogenisation ä une m.i. de 10"3 phages actifs, presque toutes
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les bacteries transduites sont des syngenotes lvsogenes defectives.

Campbell (1957) a fait independamment les meines
constatations et a trouve que la transduction faite ä une m.i.
de 1 est environ vingt fois plus eflicace que lorsqu'elle est faite
ä une m.i. de 10"3.

Pour obtenir les resultats donnes dans la figure 8, une
culture carencee de bacteries receptrices Galj" Gal2~, lesquelles
ne font pratiquement jamais de reversion spontanee en Gal

a ete infectee par le lvsat HFT 78 en utilisant differentes m.i.
La fraction des bacteries transduites en Gal et Celle des bacteries

lvsogenisees (soit lvsogenes normales, soit lvsogenes defectives)

ont ete determinees pour ehaque m.i. par etalement des

bacteries infectees sur des boites EMB-galactose contenant du

serum anti-X; apres 20 heures d'incubation, ces boites ont ete

repliquees: a) sur des boites ensemencees en nappe par des

bacteries indicatrices C600 et b) sur des boites contenant des

phages Xc.

Pour les petites m.i., le grand nombre de bacteries sensibles

qui n'ont pas ete infectees ont rendu les mesures difficiles. Ainsi,
avec une m.i. de 0,002 en phages actifs, il a fallu etaler 5 • 104

bacteries sensibles pour trouver environ 30 lvsogenes normales

non transduites et une colonie transduite. Sur la boite de la

replique contenant du Xc, les bacteries qui avaient fait des

mutations en resistantes par adsorption rendaient difficile la
reconnaissance des colonies immunes. II a done ete necessaire

de verifier les resultats obtenus: pour chacune des petites m.i.

plusieurs des colonies transduites ont ete isolees, nettovees par
stries et testees: a) pour la lvsogenie normale, b) pour l'immu-
nite, c) pour la resistance par adsorption et d) pour la segregation.

Les resultats de cette analyse sont donnes dans le

tableau IV. Les proportions de syngenotes lvsogenes normales

et de syngenotes lvsogenes defectives correspondent ä ce que
la methode des repliques a donne. Les quelques rares souches

sensibles Gal" qu'on a trouvees sont probablement dues ä une
selection de segregeantes sensibles lors du nettovage. 11 se

pourrait aussi qu'une partie des sensibles Gal' soit restee

sensible lors de la transduction, ce qui pourrait etre du ä des

phages \dg inactives (voir chapitre V).
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m i. PHAGES ACTIFS

Fig. 8.

Lysogenisation et transduction de la souche receptrice sensible
Galx~ Gal2~ par le lysat HFT 78.

Une culture de 10« bactdries/ml est centrifugde, resuspendue en milieu
d'adsorption A la mfme concentration et carencde pendant 1 heure A 37°. Ensuite,
dilfdrentes dilutions du lysal HFT (4,4 1010 phages actifs/ml et 2.3 • 10'° phages
ddfectifs/ml) sont ajoutdes A des dchanlillons de la culture rdceptrice carencde.
Les tubes d'adsorption sont laissds pendant 30 minutes A 37°, ce qui permet
une adsorption de plus de 98%. Leur contenu est ensuite dilud cinquante fois
en milieu nutntif. Aprds un sdjour de 10 minutes A 37° et 20 minutes A 20°, des
dilutions sont dtaldes sur des boltes EMB-galactosc contenant du sdrum anti-X.
Aprds 20 heures d'incubation A 37°, les colonies sont testdes par la mdtliode
de rdplique pour les caractdres Gal, l'lmmunitd et la lysogdnie normale. En
abscisse: la multiplicity moyenne en phages actifs (m.i., phages actifs) et en
phages ddfectifs (m.i. phages ddfectifs). En ordonnde: N'No avec No concentration

de la culture rdceptrice et N concentration des bacteries rendues
(1, •) syngdnotes lysogdnes defectives, (2- O) syngdnotes lysogdnes normales
et (3; +) lysogdnes normales totales syngdnotes et non syngdnotes. La
courbe 4 reprdsente la fraction des bactdries qui sont infectdes simultandment
avec un phage actif et un phage ddfectif au moins; cette fraction a dtd calculde
pour les diverses m.i. d'aprds la loi de distribution de Poisson.

Archives des Sciences. Vol. 11, fasc. 3, 1958. 20
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On voit sur la figure 8 (courbe 3) que la probability de

l'etablissement de la lysogenie normale totale (somme des

lysogenes normales transduites et non transduites) est d'environ
20% pour les bacteries infectees par un seul phage, si bien que

Tableau IV.

Transduction en jonction de la multiplicite d'injection.

M.i.
phages

defectifs

M.i.
phages
aclifs

Nombre

Total

de coloi

Lyso-
pOnes

normales

lies Gal

I.yso-
P(Mies
defectives

testees

sensibles

'syngenote

lysogene
normale

'Gal"
actif

0,37 0,7 20 19 1 0 0,49 0,50
0,11 0,22 20 12 8 0 0,07 0,20
0,037 0,07 18 11 6 1 0,075 0.068
0,011 0,022 40 9 30 1 0,015 0,022
0.0037 0,007 50 3 46 1 0,003 0,007
0.0011 0,0022 50 1 48 1 0,001 0,002

Sur des boit.es EMB-galactose de l'experience decrite dans le
texte de la figure 8, des colonies Gal* ont ete isolees et nettoyees
deux fois par stries. Ensuite, ces souches ont ete testees pour l'im-
munite envers Xe, pour la resistance envers X2 et pour la lysogenie
normale.
m.i. phages actifs — multiplicity d'infection en phages normaux.

actifs.
m.i. phages defectifs multiplicite d'infection en phages defectifs.
'Gal* actif probability d'une bacterie infectee par un phage

defectif au moins de recevoir egalement un phage actif au moins.
'syngenote lysogene normale nombre des colonies syngenotes lyso¬

genes normales divise par la somme des syngenotes lysogenes
normales plus 20 fois le nombre des syngenotes lysogenes defectives.

le nombre de lysogenes normales diminue lineairement avec
la m.i. pour des m.i. entre 10-1 et 10"3. Pour les bacteries mul-
tiplement infectees, la fraction des cellules lysogenisees atteint
50%.

Les bacteries transduites en GaL se composent de deux

types avec deux probabilities de lysogenisation differentes:

a) la fraction des syngenotes lysogenes defectives (figure 8,
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courbe 1) montre une dependance lineaire de la m.i., semblable

ä celle des bacteries lysogenes normales non transduites, mais

avec une probabilite differente. Autrement dit, la probabilite
par bacterie infectee de devenir lysogene defective est cons-
tante pour les bacteries infectees par un seul phage transduc-
teur. Nous reviendrons plus loin sur ce point; b) la formation
des syngenotes lysogenes normales (figure 8, courbe 2) semble

dependre du carre de la m.i. ou, en d'autres termes, la probabilite

pour une bacterie transduite d'etre lysogene normale est

proportionnelle ä la fraction des bacteries qui sont doublement

ou multiplement infectees pour la m.i. donnee.
Ces resultats peuvent etre interpretes suivant l'hypothese

suivante: le lysat HFT contient deux sortes de phages: a) des

phages normaux, actifs qui ne sont pas capables de transduire
et qui ne se distinguent en rien des phages X d'un stock obtenu

lvtiquement; b) des phages qui contiennent — genetiquement
liee — la region Gal, et qui sont seuls capables de transduire.
Les bacteries transduites ä de faibles multiplicity etant tou-
jours lysogenes defectives, il faudrait penser que les phages
transducteurs infectants eux-memes sont genetiquement defec-

tifs. Le defaut dg est du ä la presence de la region Gal dans le

genome du phage. Pour savoir si cette hypothese est compatible

avec les courbes de la figure 8, il est necessaire de connaitre
la concentration des phages defectifs dans le lysat HFT 78

utilise pour la transduction.

2. Titrage du lysat IIFT 78 au microscope electronique.

Les phages actifs sont par definition capables de former des

plages quand on les etale sur des bacteries indicatrices. La
determination du titre en phages actifs d'un lysat se base sur
cette propriete des phages. Les phages defectifs etant incapables
de se propager en serie doivent etre denombres par un autre

moyen.
Le titrage d'un lysat au microscope electronique donne la

concentration en phages morphologiquement intacts, qui
peuvent etre actifs ou inactifs. Kellenberger et Arber (1957)

ont montre que le titre des phages morphologiquement intacts
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dans un lysat est ä peu pres identique a celui des phages actifs.
En admettant que, dans le lysat HFT, tous les phages inaetifs,
mais morphologiquement intacts soient defectifs, on peut me-

surer leur titre par la difference entre le titre des phages

morphologiquement intacts et celui des phages actifs.
Trois determinations independantes du titre des phages

morphologiquement intacts, resumees dans le tableau V, ont

Tableau V.

Titration du lysat HFT 78 au microscope eleclronique.

Coniptages

Exp. Latex
Latex

Phages
morpholog.

intacts

Phages morpholog.
intacts/ml

1 15N-23 272 1219 6,7 • 1010

2 15N-23 1677 3907 7,0 • 1010

3 15N-7 512 1595 6,2 • 1010

Titre moyen, en tenant compte des poids statistiques des trois
experiences: 6,7 1010 phages intacts/ml.

Des echantillons du lysat HFT 78 sont melanges avec des
dilutions de polystyrene latex de concentration connue. puis prepares
pour le microscope electronique. Sur les micrographies, les rapports
entre latex et phages sont determines. Methode de preparation
d'aprös Kellenberger et Arber (1957).

donne un titre moyen de 6,7 • 1010 phages/ml du lysat HFT 78.

L'erreur du titrage, due surtout ä l'imprecision avec laquelle
le titre de la suspension de latex est determine, est de 25%
environ.

La moyenne de plusieurs titrages des phages actifs du lysat
HFT 78 a ete de 4,4 • 1010 phages/ml. Par difference on obtient
ainsi une concentration de 2,3 • 1010 phages defectifs/ml pour
le lysat HFT 78.

Aucune difference morphologique n'a pu etre remarquee
entre les phages du lysat analyse.
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3. Interpretation des resultats de Vexperience de transduction

en fonction de la m.i. selon notre Hypothese.

A de petites multiplicites (m.i. en phages actifs 10~2 ä 10~3)

la plupart des bacteries infectees n'ont adsorbe qu'un seul

phage, soit actif soit defectif. Le phage actif, en infection
simple, a une probabilite de 20% de lysogeniser la bacterie

receptrice. Celle-ci n'est jamais transduite. Dans les memes
conditions d'infection, le phage defectif a une probabilite de

1% d'etablir la lysogenie defective, tout en rendant GaL la
bacterie receptrice. Meme lors d'une transduction ä basse m.i.,
une certaine fraction des bacteries sont infectees simultanement

avec un phage actif et un phage defectif au moins (courbe 4

de la figure 8). Le phage actif peut alors rendre la bacterie

lysogene normale et le phage defectif peut la rendre Gal' en
etablissant une lysogenie defective. La bacterie sera alors
« doublement » lysogene, pour le phage actif et le phage defectif.

En effet, la fraction des syngenotes lysogenes normales

(courbe 2) diminue parallelement a la courbe 4 representant la

fraction des bacteries infectees, theoriquement, par les deux
sortes de phages. La difference entre les courbes 2 et 4 permet
de determiner la probabilite de lysogenisation dans ces conditions.

Celle-ci est de 16%, done pratiquement identique ä la

probabilite de 20% trouvee pour le phage actif seul. II est

remarquable que la probabilite de la transduction soit vingt fois

plus grande dans le cas de l'infection par les deux sortes de

phages que dans le cas de l'infection simple par un phage
defectif. Cette cooperation du phage actif lors de la fixation du

prophage defectif sera discutee plus loin. Une consequence de

cette difference de felficacite de transduction est qu'ä une m.i.

en phages defectifs de 4 • 10"2 il y a encore autant de syngenotes

lysogenes normales que de syngenotes lysogenes defectives.

Ainsi, ä des m.i. elevees, on ne trouve que tres exception-
nellement des syngenotes lysogenes defectives.

Ces constatations sont confirmees par les resultats obtenus

apres nettoyage des souches transduites ä differentes m.i.
(tableau IV). En selectionnant les GaL nous ne considerons
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que les bacteries infectees par un phage defectif au inoins et

qui en plus ont ete lysogenisees. Connaissant les m.i., on pent
calculer la probabilite pour une bacterie d'avoir re<;u un ou

plusieurs phages Adgetunou plusieurs phages actifs (pGai+ actif).

D'apres notre supposition, la probabilite de trouver parmi les

bacteries transduites des syngenotes lysogenes normales devrait
correspondre ä pGal+ acUf, si les efficacites de lysogenisation
etaient toujours les memes. Or nous avons vu que les phages
transducteurs lysogenisent environ vingt fois moins bien apres
infection simple que dans le cas d'une infection mixte entre
phages actifs et phages defectifs. On peut alors obtenir des

valeurs experimentales comparables ä />Gal+ actjf en etablissant
le rapport entre le nombre de colonies lysogenes normales et

la somme du nombre des lysogenes normales plus vingt fois le

nombre des lysogenes defectives. Les valeurs ainsi obtenues

(Psyngtaote lysogtne normale) correspondent assez bien aux valeurs

theoriques (pGal+ actjf), etant donne le nombre relativement
petit de colonies testees.

Si notre hypothese de l'heterogeneite du lysat HFT est

compatible avec l'experience de transduction decrite, cette
derniere ne permet cependant pas d'ecarter une autre possibi-
lite, a savoir que le lysat HFT ne contient qu'une seule sorte
de phages, tous capables de transduire, et que lors de la
lysogenisation de la bacterie les phages effectuant une transduction
se fixent autrement que les phages ne faisant pas de transduction.

La defectuosite des souches transduites s'expliquerait
alors par la mauvaise fixation du prophage. Cette interpretation
peut cependant etre ecartee grace aux conclusions d'une

experience de multiplication des phages d'un lysat HFT,
experience qui sera exposee dans le prochain paragraphe.

4. Multiplication du phage transducteur.

Selon notre hypothese, les bacteries infectees uniquement
avec un phage actif ne libereront lors de la lyse que des phages

actifs, incapables de transduire. En effet, les stocks de phages
obtenus par multiplication lytique ne sont jamais LFT (Morse,

Lederberg et Lederberg, 1956a). Tenant compte du comporte-
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ment des bacteries syngenotes lysogenes defectives induites

par les UV, on peut prevoir qu'un phage defectif infectant
seul une bacterie produira la lyse, mais ne se multipliera pas.
Ainsi, le lysat obtenu par infection ä basse m.i. de bacteries
sensibles avec un lysat HFT ne doit plus etre capable de

transduire.
Le lysat HFT 78 a ete adsorbe sur des bacteries sensibles

Galj- Gal2~ et les titres en phages actifs et en phages trans-
ducteurs des lysats obtenus apres un cycle de multiplication
ont ete determines. Les resultats pour differentes m.i. sont

representes par la figure 9. Le nombre des centres infectieux
diminue lineairement avec la m.i. pour les petites m.i. (courbe 1).

On trouve la meme dependance de la m.i. pour le nombre des

bacteries devenues lysogenes normales (courbe 2) et eile correspond

a ce qu'on avait trouve dans l'experience de transduction
rapportee sur la figure 8.

Les titres des phages actifs dans les lysats sont representes

par la courbe 3. Four les petites m.i. ils diminuent parallelement
aux titres des centres infectieux. Le rendement moyen est de

60 phages actifs par centre infectieux tandis qu'il est plus petit
pour les m.i. elevees.

Le titre des phages capables de transduire depend du carre
de la m.i. A des m.i. elevees, ces phages transducteurs se multi-
plient parallelement aux phages actifs — comme Weigle (1957)

l'a dejä montre — de sorte que le rapport entre le titre en phages
transducteurs et en phages actifs est le meme avant et apres
un cycle de multiplication. Pour les petites m.i., ce rapport est

fortement diminue par le cycle lytique.
Si tous les phages du lysat HFT etaient identiques, la

multiplication de la capacite de transduire ne devrait pas dependre
de la m.i. Notre hypothese de l'heterogeneite du lysat HFT est

done confirmee: les bacteries n'ayant reiju que des phages
defectifs ne produisent pas de phages. Les phages actifs
(courbe 3, figure 9) proviennent de bacteries ayant re?u des

phages actifs. Un nouveau fait apparait: les phages transducteurs

(courbe 4) doivent etre produits par des bacteries ayant
ete infectees simultanement par des phages actifs et par des

phages defectifs. Seule une cooperation entre phages actifs et
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mi PHAGES ACTIFS

10 1 101 10"2 Iff3

mi PHAGES DEFECT IFS

Fig. 9.

Multiplication du lysat HFT 78 sur la souche Galj- Gal2_ sensible.
Une culture de 4 • 108 bactenes/ml d'une souche Galj" Gala~ carencfie est

infectee avec dilTerentes dilutions du lysat HFT 78 (4,4 101° phages actifs/ml
et 2,3 • 101» phages dbfectifs/ml) Aprcs 30 minutes d'adsorption ä 37°, ces
melanges sont dilues dix fois en tryptone et aeres ä 37°. 20 minutes plus tard,
le nombre de centres infectieux (plages) et celui des bactenes lysogemsees
(petites colonies entourees d'une plage) sont determines par etalement en
presence de bactenes indicatnces C600 irradiees aux UV. 55 minutes aprcs la
dilution en tryptone. les cultures sont chloroformees et centnfugees. Ces ljsats
sont titres quant ä leur contenu en phages actifs et en phages defectifs, ces
derniers etant determines par la methode de transduction ä basse m.i et sur-
mfection (m.i. 5) avec des phages actifs ne contenant pas de transducteurr.
En abscisse le nombre de phages actifs (m.i phages actifs) et de phages defectifs

(m.i. phages defectifs) du lysat HFT 78 par bactene Gal;- Gal2". En ordon-
nee N/N0 concentration de (1, #) bactenes formant un centre infectieux,
(2; +) bactenes lysogenisees: somnie des lysoghnes normales transduites et
non transduites, (3; x) phages actifs dans le lysat apris un cycle de
multiplication, (4: O) phages transducteurs dans le lysat apres un cycle de multiplication

et (5; O) bactenes qui forment un centre et qui sont egalement infectees
par un phage defectif au moins, calcuie d'apres la loi de distribution de Poisson.
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phages defectifs assure done la multiplication des phages
defectifs transducteurs.

Si Ton infecte une culture sensible avec un lysat HFT ä

une m.i. elevee, presque toutes les bacteries adsorbent les deux
sortes de phages. Apres un cycle de multiplication, le lysat
contient alors ä peu pres la meme proportion de phages defectifs

que le lysat HFT original.
Apres infection ä m.i. basse, une faible proportion des

bacteries seulement est infectee simultanement par les deux sortes
de phages. Dans l'experience representee dans la figure 9 nous

avons calcule cette proportion pour chaque m.i. en multipliant
la fraction des bacteries formant un centre infectieux par la

probability pour une bacterie d'etre infectee avec un ou plu-
sieurs phages defectifs (courbe 5). On remarquera que cette
courbe theorique qui represente les centres produisant des

phages defectifs et la courbe 4 des phages defectifs transducteurs

produits sont paralleles. Ceci confirme que les phages
transducteurs ne sont produits qu'apres infection mixte et

jamais apres infection par des phages defectifs seuls. Ce phe-
nomene de cooperation entre le phage actif et le phage defectif
sera discute plus loin. La distance entre la courbe 5 et la courbe 4

permet de determiner le rendement en phages defectifs, qui est,
dans le cas de l'experience de la figure 9, de 13 phages defectifs

par bacterie productrice.

5. Actions des phages defectifs apres adsorption
sur des bacteries sensibles.

D'une part, le phage defectif qui infecte seul une bacterie
sensible n'est pas capable de se reproduire, d'autre part environ
1% seulement des bacteries infectees par des phages defectifs
deviennent lysogenes defectives. Nous decrirons ci-dessous ce

qui arrive aux autres bacteries infectees.

a) Effet letal sur les bacteries sensibles. — Si la multiplicity
d'infection en phages actifs est situee entre 1 et 0,1, les

bacteries qui survivent ä l'infection sont des bacteries
sensibles non infectees ou des bacteries sensibles refractaires
ou encore des bacteries lysogenisees. Arber, Kellenberger
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et Weigle (1957) ont mentionne que le nombre de bacteries

survivantes — apres infection par un lysat HFT — est

environ deux fois plus petit que le nombre calcule d'apres
la m.i. en phages actifs. Les phages defectifs sont capables
de tuer la bacterie sur laquelle ils ont ete adsorbes. Une

confirmation de ces observations sera donnee dans le

tableau IX (3e ligne).

b) Lyses individuelles observees an microscope electronique. —
Des bacteries sensibles Galj" Gal2~ ont ete infectees avec le

lysat HFT 78 ä une m.i. en phages actifs de 0,42 et diluees

ensuite dans du milieu nutritif. Vers la fin de la periode
latente un echantillon de la culture est prepare pour l'obser-
vation de lyses individuelles au microscope electronique.
Nous avons fait 27 micrographies de bacteries lysees prises

au hasard sur les preparations. 18 plages de lyse ont montre
des phages morphologiquement intacts et des structures
liees ä la production de phages (queues et tetes vides), tandis

que 9 plages de lyse ne contenaient aucune de ces particules,
seuls les debris de la bacterie lysee etant visibles. Ces der-
nieres figures de lyse correspondent ä Celles montrees par
des bacteries syngenotes lysogenes defectives induites. Le

rapport entre le nombre de bacteries liberant des phages et
le nombre de bacteries ne produisant pas de structures
visibles correspond au rapport entre le titre des phages actifs
et celui des phages defectifs dans le lysat HFT. Des controles

ont montre qu'au microscope electronique les bacteries

lysees par des phages normaux (non HFT) produisent tou-
jours des phages lors de la lyse.

Discussion.

Les proprietes d'adsorption, d'inactivation par le serum
anti-X et la resistance ä la DNase (Morse, Lederberg et Leder-

beg, 1956a) indiquent que le pouvoir transducteur d'un lysat
HFT pour les caracteres Gal est lie ä une particule phagique.
La nature de ces particules transductrices peut etre analysee

lorsqu'on cherche quelles actions elles peuvent accomplir apres
leur adsorption sur des bacteries sensibles. Comme il n'est pas
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possible d'obtenir un stock pur de phages transducteurs, il a

ete necessaire de proceder ä cette analyse ä des multiplicities
d'infection tres petites pour eviter des infections doubles. Nos

experiences montrent qu'une bacterie sensible peut repondre
de deux fagons ä une infection par un phage X transducteur:
1° La grande majorite des bacteries est tuee et se lyse. Lors de

sa lyse, la bacterie ne libere ni phages ni structures Hees ä la

production de phages et visibles au microscope electronique;
2° Environ 1% des bacteries infectees par le phage X

transducteur deviennent syngenotes lysogenes defectives. Elles sont
alors immunes envers X et contiennent en plus des caracteres
Gal de leur propre genome les caracteres Gal apportes par le

phage transducteur. Ces souches syngenotes lysogenes defectives

ont ete etudiees dans le chapitre II, oil Ton a vu que,

apres induction, elles ne sont capables de produire ni des phages
infectieux ni des structures Hees ä la production de phages. Les

bacteries syngenotes lysogenes defectives induites peuvent done

etre comparees aux bacteries infectees par le phage transducteur.

Ni dans un cas ni dans Lautre le genome phagique n'est

capable de provoquer la production de phages infectieux; il
est done defectif.

La difference entre les phages transducteurs et les phages

normaux se manifeste par leur action apres adsorption sur des

bacteries. Weigle (communication personnelle) a en outre trouve
une difference de densite des deux sortes de phages, de sorte

qu'il peut separer les phages transducteurs des phages normaux
par la methode de centrifugation dans un gradient de densite
de CsCl (Meselson, Stahl et Vinograd, 1957).

Lors de Linfection simultanee d'une bacterie sensible par
un phage transducteur au moins et un phage normal au moins,
un nouveau phenomene apparait: la cooperation entre les deux
sortes de phages. 1° Dans les bacteries qui se lysent, la
multiplication et la finition des deux sortes de phages se produit.
II faut admettre que le phage normal apporte une ou des fonc-
tions qui manquent au phage genetiquement defectif et permet
ainsi la production de nouvelles particules renfermant le materiel

genetique defectif. 2° Le phage transducteur a une probability

vingt fois plus grande de lysogeniser la bacterie receptrice
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lorsqu'il est assiste par un phage normal que lorsqu'il est seul.

Lors d'une telle lysogenisation, il n'y a que des bacteries

syngenotes lysogenes normales qui sont produites. Elles ne perdent
jamais leur lysogenie normale, meme pas lors de la perte par
segregation des caracteres Gal apportes par Xdg, perte qui est
liee ä la perte de la capacite de donner un lysat HFT, done ä la

perte du prophage transducteur. On peut done penser que les

bacteries syngenotes lysogenes normales sont doublement
lysogenes une fois pour un prophage X normal et une seconde fois

pour un prophage X defectif. On ne sait cependant pas si, dans
des bacteries dites doublement lysogenes, il v a reellement deux

genomes phagiques entiers et s'ils sont independants l'un de

l'autre.

Chapitre IV

LE PHENOMENA DE COOPERATION
ET LA LOCALISATION DU DEFAUT dg.

I. Cooperation entre le phage X normal
ET LE PHAGE X TRANSDUCTEUR.

L Localisation du difaut dg par des experiences
de recombinaison genetique.

Toutes les experiences decrites ci-dessous ont ete faites avec
des bacteries syngenotes lysogenes defectives qui ont ete in-
duites, puis surinfectees par le phage normal. On etudie alors
l'interaction genetique entre prophage defectif induit et genome
du phage surinfectant. La surinfection peut etre faite avec une
tres petite m.i., de sorte que toutes les bacteries surinfectees
n'adsorbent qu'un seul phage; les bacteries non surinfectees ne

produisant pas de phages, elles n'entrent en effet pas en ligne
de compte pour la composition du lysat.

Lorsqu'on surinfecte immediatement apres l'indaction,
toutes les bacteries surinfectees sont capables de former un
centre infectieux. A partir de 30 minutes apres la dilution des
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bacteries induites dans du milieu nutritif, le nombre des centres

diminue, et apres 50 minutes il n'est presque plus possible
d'obtenir encore la Synthese de phages actifs avant que la
bacterie se lyse. Ces resultats ont ete obtenus en surinfectant
des cultures carencees, mais on obtient les memes resultats

pour les cultures en croissance exponentielle, surinfectees en

milieu nutritif avec des phages mutants Xh, qui s'adsorbent
relativement bien en tryptone.

Le complexe forme par induction et surinfection de bacteries

syngenotes lysogenes defectives donne lieu ä la production
de phages recombinants. 11 est facile de chercher les recombinants

actifs: on a en effet pu retrouver dans les phages actifs
recombines les marqueurs pi c~ et m6T provenant du prophage
defectif \dg. En admettant que le defaut dg puisse etre localise

comme caractere genetique sur la carte des marqueurs de X, on

peut essayer de determiner son endroit en se servant des

frequences de recombinants. Nous avons fait deux series d'expe-
riences en surinfectant des souches syngenotes lysogenes defectives

induites portant le prophage Xdg mf c~ p4", une fois avec
des phages actifs Xm6 c et une fois avec Xcp4 (tableau VI). Dans

la premiere experience, avec le phage m6 c, il y a trois sequences
possibles des caracteres: dg — m6 — c; m6 — dg — c; m6 —• c

— dg. Le dernier cas, oü Ton s'attend ä trouver plus de

recombinants + + + (1 croisement) que de m6-)-+ (2 croisements)
et le premier cas, oil Ton s'attend ä trouver plus de recombinants

+ + + que de ++c sont infirmes par les resultats expe-
rimentaux. On trouve 10% de recombinants actifs /w6+ +
(1 croisement), 3% de ++c (1 croisement) et 1% de + + +
(2 croisements), ce qui confirme l'ordre m6 — dg — c. La region
dg doit etre situee entre le locus m6 et le locus c et doit etre

plus pres de m6 que de c.

Les resultats des croisements entre le prophage defectif

dg+ + et le phage + c p4 confirment la sequence dg — c — p4,

ce qui est en accord avec la sequence m6 — dg — c.

Pour localiser d'une fa<jon plus precise la region dg, des

croisements ont ete faits en utilisant les marqueurs h, g4 et m5

qui sont situes entre me et c. Dans le premier cas, des bacteries

heterogenotes lysogenes defectives portant un prophage



304 TRANSDUCTION DES CARACTERES GAU

defectif provenant d'un mutant XA ont ete induites et
surinfectees avec des phages actifs A cp4. Les frequences des

recombinants A+ c p4, h c pi et A c pt ont ete les memes

que Celles trouvees dans les croisements entre le prophage
defectif A cr p4 et le phage surinfectant A c p4. Mais il n'v
a pas de recombinants actifs A (frequence inferieure ä 10~7).

Pour voir s'il y avait des phages phenotypiquement A mais

genotypiquement A, le lysat a ete adsorbe sur des bacteries C600

qui etaient ensuite etalees sur gelose en presence d'indicateur
CR63. Par ce traitement les genotypes A auraient du s'exprimer,
mais l'experience n'a montre qu'un nombre de phages A corres-

pondant ä la frequence des mutants A spontanes (environ 1CT7).

Dans une autre experience, des bacteries syngenotes lyso-

genes defectives dont le prophage provenait d'une souche lyso-

gene normale pour Xg4 ont ete induites et surinfectees avec des

phages actifs du type sauvage g3~. Toute la descendance a ete

du type parental actif. La frequence des recombinants entre le

prophage defectif dg g4 et le phage surinfectant dg gy~ est

inferieure ä 3 10~4.

Finalement une souche syngenote lysogene defectiA^e a ete

preparee ä partir d'un lysat LFT provenant d'une souche
C600 (Xm5). Induites et surinfectees avec des phages actifs m5 c,

ces bacteries n'ont pas donne de recombinants actifs m5

(frequence inferieure ä 5 • 10"4).

La distance entre A et g4 sur la carte des caracteres gene-
tiques du phage X est de 1,2, celle entre g4 et ms de 1 en unites
de pourcent de recombinants. Comme il n'a pas ete possible
de trouver de recombinants actifs ni avec A ni avec g4 ou m5

lors des croisements entre le prophage defectif et des phages

surinfectants, dg ne peut pas etre situe ä un endroit limite,
mais semble couvrir toute une region. On ne sait cependant pas
si les caracteres m5, g4 et A manquent chez le prophage defectif
ou s'ils sont empeches de s'exprimer.

2. Cooperation dans la multiplication du genome defeetij.

Des lysats obtenus par induction et surinfection de bacteries

syngenotes lysogenes defectives ont ete testes quant ä leur
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capacite de transduire (tableau VII). Le rapport entre le

nombre des phages transducteurs et celui des phages actifs dans

le lysat des bacteries induites et surinfectees varie approximati-
A-ement de 0,1 ä 1. II est probable que ces variations sont dues

ä plusieurs facteurs, tels que l'avantage de certains mutants
dans la multiplication, la multiplicity de la surinfection, l'etat
de la culture bacterienne et la concentration de celle-ci. La
valeur de ce rapport correspond ä celle qu'on trouve dans les

lysats HFT des cultures syngenotes lysogenes normales induites.
On voit done que la multiplication du materiel genetique
defectif doit se faire ä peu pres ä la meme vitesse que celle du

materiel genetique du phage normal.

3. Defaut de multiplication vegetative du genome defectif.

Dans le chapitre II on a montre que les bacteries syngenotes
lysogenes defectives induites par le rayonnement UV ne sont

capables de produire ni des phages morphologiquement intacts
ni des structures liees ä la production de phages (membranes
de tetes et queues) pas plus que du materiel neutralisant le

serum anti-A. La question se pose de savoir si le materiel
genetique du phage se multiplie. Cette meme question a dejä ete

etudiee par Jacob et Wollman (1956a) et Jacob, Fuerst et

Wollman (1957) pour des phages defectifs des souches du type
K12 (A def.). Ces auteurs ont surinfecte avec des phages nor-
maux ä differents temps apres l'induction des souches lysogenes
defectives. lis ont trouve deux classes de souches: pour la
premiere le rapport de recombinaison « nombre de phages actifs

recombinants/nombre de phages du type surinfectant » aug-
mente en fonction du temps de la surinfection apres l'induction,
indiquant que le genome defectif s'est multiplie vegetativement
dejä avant la surinfection. Pour la seconde classe, ce rapport
reste constant pour tous les temps de surinfection, ce qui fait
supposer qu'un pool de genomes vegetatifs ne s'est pas forme.
Dans le cas de nos souches syngenotes lysogenes defectives, une

mesure encore plus directe de ce pool est possible par la
determination du rapport entre le nombre des phages transducteurs
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Tableau VI.

Recombinaison genetique entre le prophage Xdg des bacteries syngenotes
lysogenes defectives et un phage actif surinfectanl.

Prophage
dMectif

Phage
surin-
fectant

Temps
de la sur-
mfection

Phages actifs trouv6s dans la descendance

Types parentaux Types recombinants

Nom-
bre % No

rubre
o/
/O

+ dg +
(souche c)

'«6 + c 0 min me + c 1487 86 >ne "t" ~r
+ + c

+ - +

172
54
17

10
3,1
1,0

+ dg +
(souche c)

me + c 35 min m, + c 1467 89 me + +
+ + c

+ + +

138
29
17

8,4
1,8
1,0

+ dg +
(souche d)

m6 + c 0 min "h + c 1246 83 wi6 3 u

+ + C

+ + +

184
52
25

12,2
3,4
1,7

+ dg +
(souche d)

m& + c 35 miu ms -1- c 1463 86 '"6 + +
+ + c

+ + +

170
46
19

10
2,7
1,1

dg + +
(souche d)

+ CPi

+ CP*

0 min + CPi 1264 87 + + Pi
+ c +
+ -1- -1-

17

34
142

1.2
2.3
9,8

dg + +
(souche d)

35 min + ePi 2109 91 + ^ Pi
~r c ~r
+ -L-L"

25
42

130

1,1
1,8
5,7

h dg + + + + CPi 0 min + + cPi 1163 88 + + +P4
+ + C +

h

23
23

112
0

1,7
1,7
8,5
0

gi dg + +
(sau-
vage)

0 min + + 3730 100 gi + 0 0

mi dg + + c 0 min + + c 1863 93 + + +
"15 + C

r»s + +

168
0

0

7,3
0
0
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Tableau VI suite.

Des bacteries syngenotes lysogenes defectives Gab- Gal2~/ex Gal -A
ä 3 • 108 bacteries/ml sont centrifugees, resuspendues en milieu
d'adsorption et irradiees avec une dose de 100 secondes de rayonne-
ment UV. Selon le temps de la surinfection au cours de la periode
latente, les traitements suivant sont appliques: a) surinfection ä
0 minutes: les bacteries induites sont carencees ä 1'obscurite pendant
une heure a 37° et mises ensuite en contact pendant 20 minutes avec
les phages surinfectants (multiplicity d'infection 0,05). Dans ces
conditions, Tadsorption est d'au moins 99%. Apres une dilution de
50 fois en tryptone, le tube de croissance est aere ä 37° jusqu'a ce que
les bacteries se soient lysees (2 y2 heures); b) surinfection ä 35 minutes:
les bacteries induites sont diluees 1: 1 en tryptone deux fois concentre
et aerees k 37° pendant 35 minutes. La culture est alors refroiaie ä 0°,
centrifugee. lavee une fois en milieu d'adsorption et carencee pendant
une heure a 37°. La suite des operations est semblable ä celle decrite
sous a). Les deux souches c et d proviennent de transductions par
le lysat HFT 78.

et oelui des phages actifs dans le lysat. II augmentera en fonction
du temps de surinfection, si une multiplication du genome
defectif a lieu entre l'induction et la surinfection.

Nous avons resume dans les tableaux VI et VII les resultats
de nos experiences faites avec des surinfections, soit ä 0 minute,
soit ä 35 minutes apres dilution des bacteries induites en tryptone.

Ni la proportion des recombinants actifs, ni celle des

phages transducteurs n'augmentent entre ces deux temps de

surinfection. On note au contraire une baisse insignifiante de

ces proportions. Tout se passe done comme si le genome defectif

ne pouvait pas se multiplier avant l'arrivee du phage surinfec-

tant et que seule l'aide de ce dernier lui permettait d'accomplir
les premiers pas menant ä l'etablissement du pool vegetatif.

4. Genotype des phages transducteurs reproduits.

Dans les lysats obtenus par cooperation entre un phage

transducteur et un phage normal nous avons trouve, suivant
les caracteres genetiques choisis, qu'environ 10% des phages

actifs portent certains caracteres provenant du genome defectif.
II est probable qu'il y a autant de recombinants parmi les

phages defectifs. Pour pouvoir les mesurer il faudrait rendre les

bacteries lysogenes, done transduites, pour ces phages defectifs.

Archives des Sciences. Vol. 11, fasc. 3, 1958. 21
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Tableau VII.
Production de phages transducteurs par des bacteries syngenotes

lysogenes defectives Indultes et surinfectees avec des phages actifs.

Prophage
defectif

Phage
surin-
fectant

Temps
de la

surinfection

Centres
lnfec-

tieux/ml

Lysat

Phages
actifs/ml

Phages
trans-
duc-

teurs/ml

Rapport
phages

ducteurs/

phages
actifs

dg + +
(souche c)

+++ 0 min
35 min

1 • 106

4 • 106
1.5 • 10'
6.6 • 10"

1,1 • 10'
3,5 10«

0,73
0,53

dg + +
(souche c)

+ m6 c 0 min
35 min

1 • 106
4 • 106

5 10'
1,4 10'

1,0 • 10'
2,5 10«

0,20
0,18

dg + +
(souche d)

+ mec 0 min
35 min

2,2 105
9 104

1.1 10'
4.2 10«

6 106

2,0 106
0,55
0,47

dg + +
(souche d)

+ CPi 0 min
35 min

2,3 106
7 • 104

1,8 10'
5,8 106

4,5 • 10«

1,0 • 106
0,25
0,17

Des bacteries syngenotes lysogenes defectives Gab- Gal2_/ex
GaP-X sont Indultes au rayonnement UV et surinfectees avec une
m.i. de 0,05 phages actifs, soit au temps 0, soit 35 minutes apres
induction et remises en culture (comme decrit dans le texte du
tableau VI). Les centres infectieux et le titre en phages acufs dans ie

lysat sont determines par ctalement avec C600 et les titres en phages
transducteurs par la methode de transduction avec surinfection, en
tenant compte de l'efTicacite de lysogenisation de X dg (20%), qui
a ete determinee pour les conditions choisies par un contröle fait
avec le lysat HFT 78

Cela exclut qu'on puisse reconnaltre des caracteres empechant
une bonne lysogenisation comme par exemple les caracteres c,

p4 ou m6 et qui seraient lies au genome defectif. II a cependant
ete possible de trouver des phages genetiquement defectifs
recombinants pour les caracteres determinant l'immunite. Ces

experiences seront exposees dans le § III de ce chapitre.
Parmi les caracteres qui n'empechent pas une bonne

lysogenisation, les marqueurs m5, g4 et h coincident avec la region
du defaut dg. L'apparition d'un phage recombinant qui ä la
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fois porterait un de ces caracteres et serait encore defectif,
indiquerait que la recombinaison genetique entre le genome

purement phagique et la region Gal, de provenance bacterienne,
serait possible. Une telle recombinaison pourrait etre accom-

pagnee, d'une part, d'une diminution du defaut et, d'autre part,
d'une disparition de certains caracteres Gal. Dans l'experience
suivante nous avons cherche de tels recombinants genetique-
ment defectifs et portant le caractere A.

Le lysat HFT 78 (irradie ä une survie de 5% pour augmenter
la frequence de recombinaison que nous desirons etudier) a ete

adsorbe sur des bacteries 3110 (XA) induites et le lysat ainsi
obtenu utilise pour transduire differentes souches receptrices

(Galj" Gal2", Gal4", Galö"). Apres selection pour des prophages

ayant transduit la bacterie receptrice, nous avons recherche

si le caractere A etait present dans le genome du prophage.
Nous n'en avons cependant, pas trouve parmi 180 phages
transducteurs ainsi testes.

5. Phenolype des phages transducteurs reproduits.

Nous n'avons pas pu recuperer le caractere h par
recombinaison entre un phage transducteur et un phage A+ actif.
A l'aide de ce resultat nous avons localise le defaut dg comme
couvrant l'endroit h. On peut cependant se demander si,

quoique noil retrouvable par recombinaison genetique, ce

caractere subsiste sur le genome du phage defectif et peut
diriger des syntheses lors de la multiplication du phage defectif

par cooperation. Pour repondre ä cette question, l'experience
suivante a ete faite:

Des bacteries syngenotes lysogenes defectives dont le

prophage provient d'un phage XA ont ete induites et surinfec-
tees par des phages actifs kh. On trouve que toute la proge-
niture, soit en phages actifs, soit en phages defectifs, peut etre
adsorbee par l'indicateur CR63. Tous les phages sont done

phenotypiquement h. Des resultats analogues ont ete obtenus

avec un prophage defectif provenant d'un lysat LFT h. Dans

ce cas on obtient, apres surinfection d'une souche K12/ex GaL-XA

induite avec des phages XA", une progeniture purement A'.
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Ces resultuts indiquent que le genome de Xrfg, meine lors-

qu'il se multiplie par cooperation d'un phage normal, n'est pas
capable de produire sa «propre » substance h determinant
l'adsorption.

6. Cooperation entre le phage Idg et un phage surinfectant
lors de la lysogenisation.

Dans le chapitre III nous avons montre que 1'ellicacite de

lysogenisation du phage defectif Xdg est environ vingt fois plus
petite que celle du phage normal, mais qu'avec l'aide d'un
phage normal le phage Xdg arrive ä s'etablir comme prophage
avec la meine probability que le phage normal. Ceci indique
que le phage defectif et le phage surinfectant cooperent pour
la lysogenisation. D'une telle cooperation resultent toujours
des bacteries syngenotes lysogenes normales. Le phage actif
doit done s'etablir comme prophage normal, pour rendre plus
efficace la transduction. II ne suffit pas qu'il soit present dans

la bacterie.
Nous appellerons / ce facteur par lequel 1'efFicacite de la

lysogenisation est multipliee par la cooperation entre le phage
defectif et le phage surinfectant. Plusieurs experiences de

transduction de bacteries sensibles carencees infectees ä basse m.i.
(1(T3) avec un Ivsat HFT avec et sans surinfection simultanee
ont donne des valeurs de / entre 15 et 30.

On peut se demander pendant combien de temps un phage
defectif infectant une bacterie peut encore etre aide par un
phage actif alors que la bacterie metabolise. Pour cela nous

avons infecte des bacteries sensibles Gal^ Gal2~ carencees ä

5 • 108/ml avec le lysat IIFT 78 (m.i. 2 • 10"3 phages defectifs

par bacterie). Apres 30 minutes d'adsorption ä 37°, au temps
t 0, la suspension a ete diluee en tryptone concentre deux
fois et aeree ä 37°. A differents temps t, des echantillons ont ete

preleves et surinfectes avec une m.i. de 5 phages \h actifs par
bacterie. Apres 10 minutes ä 37°, 98% des phages surinfectants
etaient adsorbes et les bacteries ont alors ete diluees dix fois

en tryptone contenant du serum anti-X (k 5). A t 90

minutes, differentes dilutions ont ete etalees sur boites TTC-
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galactose. Des contröles sans surinfection ont ete soumis au

meme traitement. Tandis que le facteur / etait de 28 pour
l'echantillon surinfecte avant la dilution en milieu nutritif,
/ tombait ä 13 si la surinfection etait effectuee au moment de

la dilution en trvptone (/ 0). A 10 minutes, la valeur de /
etait encore de 4 et eile variait entre 1 et 2 pour les temps ä

partir de la vingtieme minute. On voit que l'aide que le phage
surinfectant apporte au phage defectif pour la lysogenisation
a encore une certaine efficacite pendant le debut de la penode
latente, mais devient tres vite ineflicace.

II. Cooperation entre deux phages defectifs
PORTANT LEUR DEFALT A DIFFERENTS END ROITS.

On sait que le defaut des phages defectifs du type non trans-
ducteur — provenant de K12 (A def.) non svngenote — peut
etre localise en un point de la carte des caracteres genetiques
(Jacob, Fuerst et Wollman, 1957) contrairement ä dg qui
couvre environ un quart de la longueur totale. On peut se

demander, si dans une bacterie doublement lysogene pour un

phage defectif du premier type et un phage defectif du type
transducteur, la synthese de phages complets peut avoir lieu.
Pour cela des experiences ont ete faites avec les souches C60

(Ail), C33 (Ai2), P14 (Xrfx) et G2 (la localisation des defauts de

Ail, Ai2 et Xdj est indiquee sur la figure 10, le defaut du
prophage de G2 n'a pas ete localise). Pour obtenir des souches

Gal" lysogenes defectives portant les prophages defectifs en

question, nous avons fait des lysats des souches mentionnees

en induisant et surinfectant lös quatre souches avec des phages
actifs, car ces phages X def. ne sont egalement reproductibles
que par cooperation avec un autre phage (Arber et Kellenberger,
1958). Avec ces lysats nous avons lysogenise des bacteries

Galj" Gal2" (m.i. 0,3). Ce procede a permis d'isoler des souches

lysogenes defectives que nous avons transduites ensuite ä une
m.i. de 10"3 en phages actifs d'un lysat HFT. Les colonies
transduites ont ete isolees et nettoyees, puis testees pour leur capa-
cite de segreger des Gal", pour leur immunite enxers X et pour
la production de phages actifs ou defectifs apres induction.
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La plupart des souches isolees ainsi etaient doublement lyso-

genes pour le prophage defectif non transducteur qu'elles conte-
naient deja avant la transduction et pour le phage transducteur.
Elles ont alors les proprietes suivantes: ces souches segregent
des hacteries Gal". Les segregeantes GaL, tout conime les

colonies Gal sont immunes envers Xc. La production de phages
actifs depend du prophage defectif non transducteur. Quand
celui-ci est seul dans la bacterie induite, il a une certaine
probability de muter vers la forme active. Pour les trois prophages
defectifs des souches P14, C33 (X i'2) et G2, cette frequence
n'est pas ou que tres peu changee par la presence du phage
defectif transducteur et eile est encore la meme pour les

segregeantes GaL. Les titres des phages transducteurs dans les

lysats de ces trois souches doublement lvsogenes defectives
induites restent de l'ordre de grandeur des titres en phages

actifs, soit 3 • 10"' phages par bacterie induite pour P14,
10"4 pour C33 (X i2) et 10"3 pour G2. Pour ces trois defauts la
maturation de phages defectifs ne semble done etre possible

que dans les bacteries dans lesquelles se trouve un phage ayant
mute vers la forme active.

Par contre, les souches Galj~ Gal2" (X il)/ex GaL-X se com-

portent difieremment. Les resultats de l'analyse d'une de ces

souches sont resumes dans les tableaux VIII et IX. Tandis que
la probability pour une cellule induite de produire des phages
actifs est de 10~1', aussi bien pour la souche mere GalpGal^ (Xil)
que pour une souche segregeante GaL de la souche svngenote,
cette frequence passe ä 1CL1 pour la souche doublement lysogene
defective. Le titre en phages morphologiquement intacts d'un
lysat de cette souche induite, determine par comptage au

microscope electronique, est de 6,1 • 109. II se compose de phages
defectifs parents Xdg et Xil, de recombinants actifs Xr/g il
(5,3 • 10)7 et probablement de recombinants defectifs X(ig il.
Negligeant les recombinants qui sont de l'ordre de 1%, on peut
calculer la limite superieure du titre des phages Xil comme
difference entre le titre morphologique et celui de Idg qui peut
etre determine par transduction. Dans le lysat analyse, un tiers
des phages sont \dg (2 • 10)9, de sorte que la limite superieure
du titre de Xil est de 4 • 109. Une verification de ce titre est
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possible par la lysogenisation de bacteries sensibles (tableau IX)
Environ 5% des bacteries infectees avec un phage morpho-

logiquement intact sont Ivsogenisees et portent Xil.

Tableau VIII.
Cooperation entre Xil et Xdg.

Souches

Gälj G-ala
(Xil)

avant la

transduction

Galj- Gal2- )Xil)/
ex Gal'r-X
transduite

Galj Gal2
(Xil)

s£gr6-

Exp. 1 Exp. 2
geante

Nombre de bacteries
induites 2,2 • 108 3 • 107 3,8 • 108 3,7 • 107

Survie a l'induction — *) — *) 0,8% — *)
Centres infectieux 2 • 102 2,4 • 106 4 107 5 • 101

Centres infectieux/bact.
induite * 10~6 10"' 10"1 10"6

Phages actifs dans le lysat
Rendement en phages ac¬

2,8 103 5,8 106 5,3 • 10' 3 • 102

tifs par centre infectieux

14 2,4 1,3 6

Phages morphologiquement
intacts dans le

lysat
Rendement en phages

morphologiquement in-
tacts/'bact. induite

Phages defectifs transducteurs

dans le lysat

*

*

0 V
1

1

*

*

o 00

6,1 • 109

16

2 • 109

*

*

0

* — pas observfe.

La souche lysogene defective Galiy Gal2~ (Xil) est transduite ä

basse m.i. par un lysat HFT contenant des phages defectifs Xdg. La
souche Galx_ Gal2~ (Xil)/ex GaL-X ainsi obtenue, une souche segre-
geante Galt~ Gal2~ (Xil) de celle-ci et la souche mere sont induites
par une dose de 60 secondes d'UV. Le nombre des centres infectieux
est determine 40 minutes apres l'induction. Apres la lyse des cultures,
les titres en phages actifs et en phages defectifs transducteurs sont
determines, ces derniers par la methode de transduction avec sur-
infection. En outre, le titre des phages morphologiquement intacts
du lysat de Galp- Gal2- (Xil)/ex GaL-X est determine par comptage
au microscope electronique.
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En admettant que deux tiers des phages sont Xil, on
trouve que la probabilite de lysogenisation pour Xil est d'en-
viron 8%. Lors d'un controle, dans les memes conditions, les
phages mutants actifs de Xil ont lysogenise avec une probabilite
de 25%. En admettant que les phages defectifs Xtl ont la
meme eflicacite de lysogenisation que les phages actifs, on
obtient un titre pour les phages Xil defectifs trois fois plus petit
(1,3 • 109) que celui qu'on a calcule precedemment, ce qui
represente la limite inferieure possible du titre. II est probable
cependant — et ceci sera discute plus loin — que l'efTicacite de
lysogenisation du phage defectif Xil n'est pas aussi grande que
celle de son mutant actif. de sorte que le titre reel en Xil serait
voisin de celui de Xdg ou meme superieur.

Tableau IX.
Lysogenisation de la souche sensible Gal{~ Galf par le lysat

de la souche GalGal2~ (Xtl)/ear GaL-X.

Multiplicite d'infection en phages mor-
phologiquement intacts 4 1 0,2

Multiplicite d'infection en phages actifs 0,045 0,011 0,0022
Bacteries survivantes apres infection

(sensibles et Ivsogenisees) 35°'ou /0 60% 100%
Nombre de colonies testees:

sensibles 740 2500 5200
lvsogenes def. pour Xil et Xdg (Gal 35 20 1

lysogenes def. pour Xdg (GaL) 0 1 4

lysogenes def. pour Xil (GaL) 110 74 49
lvsogenes normales (GaL) 8 4 2

Pourcentage des bacteries infectees qui
sont Ivsogenisees par Xil 5,8 3,5 5,4

Le lysat de la souche Gab" Gal2" (Xil)lex GaL-X analyse dans
le tableau VIII est adsorbe pendant 20 minutes a 37° sur des bacte-
ries sensibles Gal," Gal2" carencees en milieu d'adsorption. Des
dilutions adequates sont etalees ä la surface de boites TTC-galactose
contenant du serum anti-X. Apres 16 heures d'incubation, les colonies
sont testees par la methode des repliques sur C600 et Xc.

Si Ton considere le rapport entre les titres de Xdg et Xil qui
se situe entre 0,5 et 1, on constate qu'il correspond au rapport
entre phages defectifs Xdg et phages actifs trouves dans le

lysat HFT ordinaire.
Le titre des bacteries survivantes dans une culture infectee

avec le lysat contenant Xil et Xdg correspond ä ce qu'on s'attend
ä trouver pour la m.i. calculee ä partir des phages morphologi-
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quement intacts du lysat. Ceci prouve que les phages Xdg et Ail,
quand ils ne lysogenisent pas la bacterie infectee, sont capables
de la tuer.

Des observations au microscope electronique de lyses
individuelles out montre que toutes les bacteries induites d'une
souche doublement lysogene defective pour Ail et Xdg liberent
des phages morphologiquement complets. Les deux phages
defectifs cooperent done pour la synthese et la maturation de la
progeniture, qui contient en proportions egales le materiel
genetique de chacun des parents. La frequence des recombinants

actifs est legerement inferieure ä 1% et ce n'est que dans

une sur dix bacteries lysees que se trouvent de ces recombinants

actifs, ce qui se revele lors de la mesure des centres infectieux.
Le rendement moyen en phages actifs par centre infectieux est
de deux, ce qui montre bien qu'il s'agit de recombinants produits
au cours de la multiplication vegetative.

III. Cooperation entre le phage defectif Xdg

ET UN PHAGE APPARENTE A A.

Des phages apparentes ä A ont ete decrits par Jacob et
Wollman (19566). Les phages 82 et 434 sont sensibles ä un serum
anti-A, mais ils s'adsorbent sur des bacteries resistantes par
adsorption ä A. Ils se multiplient sur des bacteries K12 (A),

immunes envers A. Lors de la lysogenisation, leur prophage se

place ä un endroit different mais voisin de l'endroit du

prophage A sur le genome bacterien. 82 et 434 produisent des

recombinants avec le phage A. Nous nous sommes demandes si

ces phages sont capables de transduire des caracteres Gal, s'ils

peuvent cooperer dans la multiplication et la lysogenisation
du phage Xdg et s'ils peuvent produire des recombinants avec
ce dernier.

II ne nous a pas ete possible de trouver des phages trans-
ducteurs pour les caracteres Galx^ Gal2^ dans des lysats obtenus

par induction de C600 (82) et C600 (434). La frequence de la
formation eventuelle de phages transducteurs pour les caracteres

Galj Gal2~ ne pent done pas etre superieure ä 1(L7 par
phage du lysat.
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Des bacteries syngenotes lvsogenes defectives Gal"

ex Gal-X ont ete induites, puis surinfectees avec les phages 82

ou 434. Dans les deux cas il y a eu production de phages trans-
ducteurs en quantites comparables ä celle des phages surin-
fectants reproduits. Les phages 82 et 434 ont done la possi-
bilite d'apporter les fonctions qui manquent ä Xdg pour se

multiplier.
Des bacteries sensibles Galj" Gal2~ ont ete infectees a une

m.i. de 10"3 phages transducteurs du lysat HFT 78 et
surinfectees simultanement avec une m.i. de 4 phages normaux 82.

Apres etalement sur des boites TTC-galactose et incubation
pendant 24 heures a 37°, on a trouve une probability de

transduction par phage ~kdg de 15%. Le phage 82 coopere done

egalement pour la lysogenisation de Xdg. Les bacteries trans-
duites sont immunes envers 82 et X; elles segregent des colonies
Gal" immunes envers 82, mais sensibles ä X. Elles sont done

Galj" Gal2~ (82)/ex Gal -X.

Une souche Galj" Gal2" (82)/ex Gal -X obtenue par
lysogenisation de Galj" Gal2~/ex Gal'-X avec le phage 82 a ete

induite et le lvsat soumis aux contröles suivants: sur un indi-
cateur resistant par adsorption ä X (Galj" Gal2"/X) on a la ineme
efficacite d'etalernent que sur l'indicatcur C600. Par contre,
sur la souche Galj" Gal2"/82, resistante par adsorption ä 82, il
ne se forme pas de plages (moins de 10"4). Les phages actifs du

lysat sont done phenotvpiquement 82. Apres un cycle de

multiplication, soit sur la souche C600, soit sur Gal^ Gal2"/'X, ce

qui permet aux genotypes de s'exprimer, on ne trouve pas non
plus de phages actifs s'adsorbant sur Gal^ Gal2~/82 (moins de

KT4). Les phages actifs produits ont done tous la specificite
d'adsorption du phage 82 et ceci aussi bien genotypiquement
que phenotvpiquement.

Le lysat est HFT et les phages transducteurs ne s'adsorbent

pas plus que les phages actifs sur les souches /82, comme le

prouve l'experience suivante: le lysat est melange avec: a) des

bacteries /82 et b) des bacteries /X. Apres 30 minutes d'adsorption

ä 37° on centrifuge les bacteries et on mesure ensuite le

pouvoir transducteur des surnageants. Le lysat, apres contact
avec /82 avait garde tout son pouvoir transducteur, tandis que,
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apres contact avec /X, le pouvoir transducteur avait ete reduit
d'un facteur de plus de 100.

Sur les boites de titrage du lysat de Galj" Gal2" (82)/ex GaP-X

induite, on trouve des plages de differentes tailles, tandis que
les plages de 82 utilise pour la lysogenisation sont toutes d'une
taille uniforme. II se produit done des recombinants entre le

phage 82 et le phage defectif Idg, en dehors de dg. II est

interessant de chercher s'il est possible de croiser l'immunite entre
Xdg et 82, c'est-ä-dire de retrouver des phages actifs conferant
l'immunite envers X et done capables de se multiplier dans une
bacterie immune envers 82. Des gouttes du lysat de Galj" Gal2~

(82)/ex Gal -X sont deposees sur des boites ensemeneees par
Galj" Gal2" (82) ou par Galj" Gal2" (X). Apres incubation ä 37°

des zones de lvse se forment sur les deux souches ä l'endroit du

depot de la goutte. Le lysat contenait done, ä part les phages 82

reproduits, des phages actifs recombinants par rapport ä

l'immunite X. Ces phages sont X quant ä leur caractere genetique
determinant l'immunite et 82 quant ä leur caractere d'adsorp-
tion. Le phage recombinant complementaire serait un phage
defectif qui, lors de la transduction de Gal, procure ä la bacterie

receptrice l'immunite envers 82.

La souche sensible Galj" Gal2~ a ete transduite par le lysat
HFT de la souche Galj" Gal2~ (82)/ex GalT-X (m.i. 0,1 phages

actifs). Parmi les bacteries transduites, dont les caracteres
d'immunite ont ete testes d'apres le schema represente dans le

tableau X, nous avons trouve les souches suivantes: Galj"Gal2~
(82)/ex Gal"-X; Galj" Gal2" (X)/ex GaL-X; Galj" Gal2" (82)/ ex

Gal"-82; Galj" Gal2" (X)/ex Gal'-82 et Galj" Gal2"/ex Gal -X.

L'existence d'un prophage transducteur capable de segreger,
qui a les caracteres d'immunite de 82 est done confirmee. Ce

genome provient tres probablement d'une recombinaison lors
de la multiplication de Xdg et de 82 actif.

Discussion.
1. Le dejaut dg.

Nous avons dejä vu que le genome transducteur n'est pas
capable de synthetiser des structures liees ä la production de
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Tableau X.

Schema pour le test des caracteres d'immunite de souches transduites
par un lysat HFT provenant d'une souche GalGalz~ (82)/ex Gal-X

induite.

Souche (A)
lex A

(A)
lex 82

(82)
lex A

(82)
lex 82 /ex X lex 82

Souche syngenote Gal • :

Segrege des Gal- + + + + + +
Test par stries

immune ä A j- -L —L — +
immune ä 82 — + + + — +

Goutte de la culture
irradiee aux UV
forme zone de lyse
sur
W3110 sensible + -L + + —
W3110 (X) — + + + — + 2

W3110 (82) -L + + — + 1

Souche segregeante
Gal- :

Test par stries
immune ä X + + — —
immune ä 82 + + —

Goutte de la culture
irradiee aux UV
forme zone de lyse
sur
W3110 sensible + -L + —
W3110 [X) + + —
W3110 (82) + + " ~

1 La bacterie Galj Gala lex Gal -A induite adsorbe des pliages 82 libdrds
spontangment de W3110 (82). De la recombinaison rfsultent des phages actifs
eonfdrant l'lmmunitd envers A se multipliant sur W3110 (82). Lorsqu'on fait
le möme test avec le lysat au lieu de la culture induite, on n'obtienl pas de
zone de lyse.

2 Conslatation analogue ä L

phages et visibles au microscope electronique, pas plus que du
materiel bloquant le serum anti-A. Les proportions constantes,
soit de phages recombinants actifs, soit de phages transducteurs

par rapport aux phages actifs, dans les lysats apres des surinfec-
tions ä des temps dilferents au cours de la periode latente,
indiquent que le genome defectif seul ne se multiplie pas vege-
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tativement. On peut se demander si le defaut dg interesse un
seul locus qui commande une etape tres precoce du developpe-
ment du phage, bloquant ainsi toutes les reactions ulterieures,
ou si dg couvre une region etendue des caracteres de X. L'im-
possibilite de former des recombinants actifs entre le genome
defectif et des phages actifs pour les caracteres h, gl et m5

semble prouver que dg est relativement etendu et que cette
region dg se situe sur la carte des caracteres genetiques de X

(figure 10) entre m6 et c. Le meme resultat est obtenu par

Fik. 10.

Position de la region dg dans le groupe de liaison des caractferes
genetiques de X.

Distances en pour-cent de recombinants dans des croisements entre deux
phages non irradiös Pour la localisation des caracteres mB, m6 gv h. u4, c et p4,
voir figure 1. L'endroit de dj, responsable du defaut du prophage de la souche
P14, a £t6 d6terinin6 par Jacob et Wollman (1956a), tandis que nous avons
calculö les positions de ij et 12, responsables des d£fauts des phages d6fectifs Xi 1

et Xi2, ä partir des r6sultats de croisements faits par Whitfield et Appleyard
(1958).

l'analvse des frequences de recombinaison apres un croiseinent
entre le genome defectif \dg et des phages actifs Xmn c ou
Xc p4. Enfin, l'impossibilite de former des recombinants actifs

entre le genome defectif Xdg et un des genomes defectifs \dl
et Xj2, dont les mutations peuvent etre situees en des endroits

restreints, confirme notre localisation de la region dg.

Nos experiences ne permettent pas de connaitre la nature
de ce defaut. On peut s'imaginer qu'il s'agit d'une deletion et

que tous les caracteres situes normalement sur ce segment

manquent. Iis ne peuvent, en effet, jamais etre recuperes par
recombinaison; il est done peu probable qu'ils soient rendus
inefficaces par l'effet d'un suppresseur. Quant aux caracteres

Gal, portes par le phage transdueteur, ils pourraient etre lies

ou non au genome phagique. Selon la premiere possibilite, ils

pourraient etre substitues ou branches ä l'endroit des caracteres
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phagiques manquant. Cela n'impliquerait nullement que la

longueur de la region des caracteres Gal corresponde ä la
longueur de la region dg, qui est par definition celle des caracteres
absents du genome phagique. La seconde possibility que les

caracteres Gal ne soient pas lies du tout au genome phagique
est moins probable, car 1° le genome d'un phage transducteur
est toujours defectif, la capacite de transferer des caracteres
Gal et la defectuosite sont done liees, 2° lors de la segregation
du prophage defectif les bacteries syngenotes lysogenes defectives

perdent toujours ä la fois l'immunite envers X et la diploidie
des caracteres Gal.

Nos donnees experimentales permettent de determiner

approximativement les limites de la region dg. Appelons A la

limite gauche du cöte w6 et B la limite droite du cote c (fig. 10).

Nous avons dejä vu qu'on obtient des recombinants actifs
entre \dg et le mutant virulent X2. Un (e4) des quatre caracteres

determinant ensemble la virulence se situe entre c et h, plus

pres de ce dernier. B doit done se trouver entre h et u4. Une

localisation plus precise est possible par le fait que Xdg n'est

pas capable de cooperer et de former des recombinants actifs

avec le phage defectif Xi2, ce qu'il est ä meme de faire avec le

phage defectif Xil. II est done tres probable que B se situe entre

il et i2. La frequence d'environ 1% de recombinants entre il
et dg apres irradiation de la hacterie doublempnt lvsogene
defective correspond ä une frequence de recombinaison entre
deux phages non irradies (Jacob et Wollman, 1955) qui est en

tout cas plus petite que 0,5.

Admettons done que B se situe ä 4,8 unites ä gauche de c.

Pour placer B plus precisement, il faudrait comparer les

frequences de recombinaison entre Xil et Idg avec celle de Xil et
Xi2 en les mesurant dans les deux cas pour des bacteries double-

ment lysogenes induites. Connaissant la distance B — c, on

peut calculer approximativement la distance m6 — A en se

basant sur les frequences des recombinants actifs trouves dans

le croisement m6r dg c~ x m6dgl c. Ne considerons que

m6 dg' c et m6dg^c+ resultant d'un seul crossing-over et
admettons que ces recombinants se multiplient ä la meme

vitesse, comme e'est le cas pour ces memes recombinants
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w6+ c et rn6 c' dans un croisement entre les deux phages actifs

Xm6 c et Xm6" c~ (Kaiser, 1955). Si Ton suppose qu'il n'y a pas
de crossing-over sur la distance AB ou alors qu'il en resulte
des phages defectifs, les recombinants me dg~ c~ peuvent etre
attribues ä un crossing-over dans la region B — c et les

recombinants m6~ dg" c" ä un crossing-over dans la region m6 — A.
La proportion entre les deux frequences de recombinants

correspond done ä la proportion formee par les deux distances:

frequence m„ dg~ c+
_ distance B — c

frequence dgr c distance w6 A

Elle est en moyenne de 3,4 lorsque la surinfection est effectuee

a 0 minute (tableau VI). La distance B — c etant de 4,8 unites

on trouve pour la distance me — A 1,4 unites. La distance

A — B, done la longueur de la region dg est alors de 4,3 unites.
La precision de cette estimation est limitee par les faits

suivants: a) on ne peut pas mesurer les recombinants comple-
mentaires du fait qu'ils ne sont pas actifs; b) on a neglige une
influence eventuelle de la dose d'induction UV sur la vitesse
de multiplication des recombinants; cj on a neglige les

recombinants ayant fait deux croisements.
La distance totale entre les deux caracteres extremes connus

jusqu'ä present (w6 et p4) sur la carte des caracteres genetiques
de X est de 15,5 unites. D'apres notre estimation, le defaut dg

couvre plus d'un quart de cette longueur totale.
La question se pose de savoir si tous les phages transduc-

teurs d'origine independante (lysats LFT de souches K12 (X)

independantes) portent la region defective au meme endroit
sur la carte genetique et si elle a toujours la meme extension.
Des experiences cherchant ä fixer la limite B ä l'aide de 1'effet
de cooperation entre Xdg et Xil et de non-cooperation entre
~kdg et Xi2 indiquent que B est toujours ä l'endroit indique
(observations non publiees), car dix souches doublement lyso-
genes defectives (contenant Xil et Xdg provenant de lysats LFT
independants), cooperant dans la multiplication des phages

Xdg et Xil, donnent toujours les memes frequences de

recombinants actifs. Cette recherche s'est revelee difficile parce que,

pour tester s'il y a cooperation, on est oblige d'utiliser des
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bacteries doublement lysogenes defectives pour les deux sortes
de prophages defectifs en question. II faut done, par exemple,
transduire des bacteries dejä lysogenes pour Ail. Mais on ne sait

pas quel est le mecanisme de fixation d'un second prophage
dans une bacterie dejä lysogene et il est possible qu'il y ait
interaction entre le prophage et le phage infectant avant ou
lors de l'etablissement de la double lysogenie. Dans les

experiences citees, nous avons egalement trouve un certain nombre
de souches doublement lysogenes defectives pour Adg et Ail qui
n'etaient pas capables de cooperer; on pourrait penser que la

limite B de dg est dans ces cas entre il et c. Mais il nous semble

plus probable que le phage Adg ait fait une recombinaison avec
le prophage Ail lors de la fixation comme second prophage et

qu'il soit ainsi devenu doublement defectif dg et il. II serait
alors evidemment incapable de cooperer avec il. Cette hvpo-
these est appuyee par le fait que des souches capables et inca-

pables de cooperer ont ete obtenues ä partir de phages trans-
ducteurs provenant du meme genome defectif.

2. Le phenomene de cooperation.

Le phage defectif est incapable de se reproduire seul, mais

des qu'un phage surinfectant apporte les fonctions qui lui

manquent, il peut se multiplier. 11 n'est pas necessaire de sur-
infecter par un phage A actif. comme le prouve l'effet de cooperation

entre Adg et le phage defectif Ail, ou meme que le phage
surinfectant soit un phage A, car les phages 82 et 434 apparentes
ä A peuvent apporter cette fonction. Le fait qu'il y a cooperation

entre Adg et Ail montre d'une part que le phage Adg peut

procurer ä Ail les fonctions qui lui manquent pour produire
des phages infectieux, d'autre part que Ail accomplit les fonctions

qui manquent ä Adg et qui sont necessaires pour la
multiplication du genome Adg. On peut en conclure que la svnthese
de phages infectieux est assuree par un jeu complet de genes

phagiques mais que ceux-ci ne doivent pas necessairement etre

apportes par le meme phage ni par un recombinant genetique.
La plupart des phages defectifs resultant de la multiplication

par cooperation ne se distinguent pas genotypiquement de

leur parent defectif. L'existence de recombinants defectifs avant
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croise avec le phage surinfectant peut etre demontre en sur-
infectant avec le phage 82. Dans ce cas, on trouve des phages

defectifs conferant ä la bacterie receptrice l'immunite envers 82

lors de la lysogenisation.
Nous n'avons pas trouve dans les lysats obtenus par cooperation

entre X normal et Xdg des phages ayant recombine ä

l'interieur de la region dg. Par contre le phage defectif peut, lors

de sa multiplication, echanger des caracteres Gal avec la
bacterie (Arber, Kellenberger et Weigle, 1957).

Les proprietes d'adsorption du phage defectif transducteur
sont toujours Celles du phage cooperant: de la cooperation
entre Xdg et Xh actif ne resultent que des phages phenotypique-
ment h, de la cooperation entre Xdg et Xh~ actif uniquement
des phenotypes h~. Les phages d'un lysat obtenu par cooperation

entre Xdg et le phage 82 actif ont tous les proprietes
d'adsorption du 82. Le caractere h et les caracteres de Xdg

determinant la non-adsorption sur des bacteries resistantes ne

peuvent done pas fonctionner, meme en presence d'un phage

cooperant, et il est tres probable que ces caracteres manquent
sur le genorrte Xdg. C'est alors uniquement le phage assistant

qui dirige la synthese des proteines responsables de l'adsorption.
Le phage defectif ~kdg lysogenise vingt ä trente fois moins

bien que le phage actif dont il provient, difference qui disparait
lorsqu'on surinfecte simultanement la culture receptrice avec
des phages normaux. Pour expliquer cette difference on pour-
rait supposer que la faible probabilite de lysogeniser du phage

Xdg, quand il infecte seul une bacterie, est en relation avec

l'incapacite de Xdg de se multiplier vegetativement. Admettons

qu'un genome phagique ait une certaine probabilite par unite
de temps d'etablir la lysogenie. Si le materiel genetique du

phage ne se multiplie pas, il n'v a que peu de bacteries qui
etablissent la lysogenie. Si, par contre, on a une multiplication
du genome phagique, la chance de lysogeniser augmente avec
le nombre de copies. X normal, s'il surinfecte apres le premier
tiers de la periode latente une bacterie ayant adsorbe un phage

Xdg, n'aide que peu ä la lysogenisation par Xdg. Ce fait permet
de penser que la probabilite de lysogeniser est la plus grande
immediatement apres l'infection et qu'elle diminue plus tard.

Archives des Sciences. Vol. li, fasc. 3, 1958. *22
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Elle serait done une fonetion du temps au cours de la periode
latente. Dans une bacterie surinfectee simultanement avec
X normal, Xdg se multiplie par cooperation aussi bien que X

normal. Notre hypothese pourrait done expliquer pourquoi Xrfg

assiste par X normal lysogenise aussi frequemment que X normal.
Une autre possibility serait que Xdg s'associe au phage normal

cooperant avant ou lors de la fixation de ce dernier comme
prophage. Jacob, Fuerst et Wollman (1957) trouvent parmi
leurs phages genetiquement defectifs des phages lysogenisant
bien et d'autres qui lysogenisent mal. Ces resultats semblent
confirmer notre hypothese. En efiet, ceux qui lysogenisent bien
sont ceux qui multiplient vegetativement leur genome, tandis

que ceux qui n'effectuent pas de multiplication n'etablissent

que rarement la lysogenie. Nous avons vu nous-memes que le

phage Xil, dont la multiplication vegetative a lieu mais ä un
rvthme ralenti (Whitfield et Appleyard, 1957) a une probability
de lvsogeniser inferieure de peu seulement a celle du phage
homologue actif.

Les bacteries lysogenisees par Xdg seul sont toutes synge-
notes lysogenes defectives. Les bacteries lysogenisees par Xdg

assiste par un phage actif sont toutes syngenotes lvsogenes
normales. II semble tres probable qu'il s'agit alors de bacteries
doublement lysogenes, une fois pour le prophage actif et l'autre
fois pour le prophage defectif transdueteur: a) ces souches

donnent apres induction des lvsats HFT exaetement semblables

aux lvsats des bacteries infectees simultanement par des phages
defectifs et des phages actifs; b) la segregation en Gal" est

accompagnee dans la plupart des cas par la perte du prophage
defectif, mais la bacterie reste lysogene normale pour le

prophage actif; son lysat apres induction n'est alors plus HFT;
c) de la transduction par \dg avec surinfection par le phage 82

resultent des bacteries immunes envers 82 et envers X. Elles
sont lysogenes normales pour le prophage 82 et syngenotes
lysogenes defectives pour le prophage Xdg.

La frequence elevee de bacteries doublement lysogenes

apres infection mixte avec des phages transducteurs et des

phages normaux ne permet pas de conclure quant au mecanisme

special eventuel de fixation du prophage defectif. En effet, on
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obtient egalement une grande proportion (%) de bacteries

doublement lysogenes K12 (XA, X/T) lors d'une infection mixte
de bacteries sensibles avec XA et XA+. II semble done assez

normal de trouver plus d'un prophage fixe lors d'une infection
simultanee.

L'effet de cooperation dans la lysogenisation permet une
titration des phages transducteurs relativement precise et assez

simple: par infection ä basse m.i. (10~3) avec des phages
transducteurs et surinfection (m.i. 5) de toutes les bacteries avec
des phages normaux, on obtient des conditions de lysogenisation

relativement constantes. Tenant compte de la probability
de lysogenisation, on peut alors determiner les titres par
comptage des colonies transduites. D'autres methodes de

titration ont ete discutees dans le chapitre premier.

Chapitre V

TRANSDUCTION PAR LE PHAGE Xdg IRRADIE
AU RAYONNEMENT UV

Garen et Zinder (1955) ont trouve qu'un lysat du phage P22

de Salmonella typhimuriam ne perd pas sa capacite de trans-
duire apres irradiation aux UV, bien qu'une grande proportion
des phages soient inactives. Morse (communication person-
nelle) a fait la meme constatation pour Xdg. Dans certaines
conditions ces auteurs obtiennent meme une augmentation de

la transduction, apres une faible dose d'UV. Comme le phage X

inactive aux UV ne lysogenise pas (G. Kellenberger,
communication personnelle), on peut se demander par quel mecanisme
la transduction par un lysat HFT irradie se produit. Nous

avons essaye de repondre ä cette question par les experiences
suivantes:

Le pouvoir transducteur de notre lysat HFT 78 GaD

irradie par des doses variables d'UV a ete determine et les

resultats sont representes sur la figure 11. On a utilise les
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souches receptrices suivantes: 1° Galj Gal2" sensible, 2° Galj"
Gal2~/ex Galj- Gal2--X homogenote lysogene defective et 3° Galj"
Gal2~ (X) lysogene normale.

Apres une faible irradiation le pouvoir transducteur du

lysat HFT augmente fortement pour atteindre un maximum

DOSE D U V EN N-inuTES

01 2 3 ^ 5 6 7 8

Fig. 11.

Transduction par le lysat HFT 78 irradie aux UV.
Le lysat HFT contenant 4,4 • ICR0 phages actifs et 2,3 1010 phages trans-

ducteurs par ml est irradie avec des doses variables de rayonnement UV ä une
distance de 55 cm de la lanipe. La survie des phages actifs est mesurSe pour
chaque dose (courbe 5; Q). Le lysat irradie est adsorbe pendant 30 minutes a
37° sur des bactenes (t 0) sensibles Galj- Gal2-, (2; X liomogenotes lysoghnes
defectives Galj" Gal2-/ex Galj- Gal2--X et (3; O) lysogOnes normales Galj- Gal2-( X).

Les multiplicites d'infection sont (1) 3 • 10-3,(2)4,1 10-3et(3)4,4 • 10-3phages
morphologiquement intacts par bacterie. Aprils adsorption, des dilutions
adäquates sont etaiees sur des boltes TTC-galactose. AprOs 20 lieures d'incubation,
les colonies transduites en Gal- sont coniptees. I.a courbe 4 + reprhsente
la proportion des bactenes transduites aprts le mSme traitement, mais avec
sunnfection simultanee par 10 phages actifs par bacterie rCceptnce sensible.
En abscisse: dose UV en minutes En ordonnfee N nombre de bactenes
transduites par ml du lysat HFT 78 (courbe 1 ii 4) ou nombre de phages actus
survivants par ml du lysat IIFT (courbe 5).
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ä une dose de 60 secondes environ (survie de X actif 10"1).

Apres une irradiation plus forte le pouvoir de transduction
diminue exponentiellement en fonction de la dose. La sensi-

bilite apparente des caracteres Gal^Galg- serait d'environ
trois fois moindre que Celle du phage X actif.

La transduction par le lysat HFT irradie aux UV est un
peu meilleure sur des recepteurs lysogenes que sur les sensibles.

L'analyse des colonies transduites aidera ä comprendre ces

differences.

1. Souche receptrice sensible.

Infectees ä une m.i. de 3 • 10~3 phages morphologiquement
intacts, les bacteries transduites par le lysat HFT non irradie
sont la plupart heterogenotes lysogenes defectives (tableau XI).

Tableau XI.

Analyse des colonies transduites en Gal' apres adsorption du lysat
HFT 78 irradie au rayonnement UV sur des bacteries receptrices

Galp- Gal2~ sensibles.

Colonies transduites testees

Dose UV
secondes Heterogenotes Heterogenotes

Total ivsogenes lysogenes Sensibles
normales defectives

0 20 2 17 1

15 12 1 6 5

30 12 0 1 11
60 12 0 0 12

Des colonies transduites en GaL sont isolees des boites d'etale-
ment TTG-galactose de l'experience decrite dans le texte de la
figure 11. Elles sont nettoyees deux fois et testees ensuite quant ä
leur segregation, a leur production de phages actifs et ä leur immunite
envers Xc.

Apres une dose de 15 secondes d'irradiation dejä, la moitie des

bacteries transduites sont sensibles et apres des doses plus fortes
on ne retrouve plus que des sensibles Gal ". Celles-ci sont
stables et ne segregent jamais de Gal". En multipliant lytique-
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ment des phages X dans une telle souche, on n'obtient jamais
de phages transducteurs, meme si Ton irradie les bacteries avant
l'infection avec une dose d'induction de rayonnement UV.
De meme, apres lysogenisation par X, ces souches sont toujours
lysogenes normales non syngenotes et ne donnent pas de lysat
HFT.

II doit probablement se produire une incorporation stable
des caracteres Gal du phage transducteur dans le genome de

la bacterie; ce que l'experience suivante semble confirmer: un

lysat HFT Galj" Gal2"-X provenant d'une souche Gal (X)/

ex Galj" Gal2~-X a ete irradie aux UV ä une survie de 1 °'0 des

phages actifs. Ensuite, les phages irradies ont ete adsorbes sur
des bacteries W3110 GaF carencees et celles-ci etalees sur des

boites TTC-galactose. Apres 16 heures d'incubation ä 37° on a

trouve des colonies transduites en Gal". Parmi 20 colonies Gal"

testees, 8 etaient Gal^Galj" sensibles, 8 Gal^Galg" sensibles,
3 Galj+ Gal2" sensibles et une etait Gal" pour un autre carac-
tere. Cette derniere pourrait etre due ä une mutation spontanee.

2. Souche receptrice homogenote lysogene defective.

La transduction du lysat HFT non irradie sur la souche

receptrice homogenote lysogene defective Gal-," Gal2"/ex Gal,"
Gal2"-X est environ trois fois moins efficace que sur la souche

sensible Galt" Gal2". Parmi douze colonies transduites examinees,

toutes etaient restees syngenotes lysogenes defectives.
Par de faibles doses d'UV l'eflicacite de transduction est

fortement augmentee, dans les memes proportions que chez les

recepteurs sensibles. Pour les fortes doses, elle diminue paralle-
lement ä la survie des caracteres Gal constatee sur les recepteurs
sensibles.

Parmi 12 colonies transduites avec le lysat HFT irradie
pendant 7 minutes (survie des phages actifs 2 • 10"7) on a

trouve 10 syngenotes lysogenes defectives, segregeant toutes
des Gal", et 2 sensibles Gal stables. Ces dernieres peuvent
etre produites par transduction de bacteries segregeantes
sensibles Gal" se trouvant dans la culture receptrice, et il est
probable que les bacteries syngenotes lysogenes defectives restent
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toujours syngenotes lysogenes defectives lors de la transduction

par le lysat HFT irradie.

3. Souche receptrice lysogene normale.

L'efficacite de transduction du lysat HFT non irradie sur
la souche lysogene normale Gal^ Gal2~ (X) est un peu plus

petite que celle de la souche sensible. Les colonies transduites
sont heterogenotes du type Galj~ Gal2~ (A)/'ex Galj+Gal2^-X. Le

phage defectif se fixe done en etablissant une double lysogenie.
Si 1'on irradie des phages defectifs, ils transduisent les bac-

teries receptrices lysogenes normales avec plus d'efficacite qu'ils
ne transduisent les bacteries sensibles. La majorite (10 sur 12)

des colonies transduites par le lysat HFT irradie avec la dose

de 7 minutes d'UV (survie des phages actifs 2 • 10~7) sont

syngenotes lysogenes normales et donnent apres induction un

lysat HFT. Ces souches sont done devenues doublement

lysogenes Galj'Gal^ (X)/ex Galj~ Gal2T-X. Les deux autres sont des

souches stables Gal" non syngenotes GaU (X).

Le phage Xdg ayant ete fortement irradie, il est difficile de

comprendre pourquoi les caracteres Gal apportes par ce phage

se trouvent dans la bacterie transduite en position exogenote
et lies ä un prophage Xdg apparemment non lese par les UV.
II faut s'imaginer que le phage Xdg irradie a une grande affinite

pour le prophage X de la bacterie receptrice lysogene normale

et qu'il est capable de se retablir avec l'aide du bon prophage
tout en laissant ce dernier intact. On devrait done trouver sur
le prophage Xdg de la bacterie transduite les caracteres gene-

tiques du prophage de la bacterie receptrice ou une partie au
moins de ceux-ci. Ne connaissant pas de marqueurs genetiques
de X qui ä la fois lysogenisent bien et ne sont pas inclus dans

la region dg, nous avons cherche si, apres transduction par le

phage Xdg irradie d'une souche lysogene normale portant le

prophage 82, on trouve l'immunite emvers 82 ou envers X

associee au prophage defectif.
Une culture Galj" Gal2" (82) a ete transduite par le lysat

HFT 78 irradie aux UV pendant 7 minutes. Parmi vingt-quatre
colonies transduites testees nous avons trouve deux hetero-
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genotcs lysogenes normales donnant un lysat HFT apres induction.

Les autres souches etaient Gal' (82) stables. La proportion
des bacteries dans lesquelles les caracteres Gal ont ete incorpores
d'une fa<;on stable dans le genome bacterien est done plus
grande chez la souche lysogene pour 82 que chez celle qui est

lysogene pour X. Les deux souches syngenotes lysogenes
normales etaient du type Gal" (82)/ex GaL-82. L'immunite du

prophage defectif provenait done dans les deux cas du
prophage actif 82 tandis que l'immunite envers X n'a dans aucun
cas pu etre retrouvee. On peut done penser que le phage
defectif }.dg irradie peut se completer avec les caracteres du
«bon » prophage pour devenir un prophage defectif trans-
ducteur.

4. Souche receptrice sensible surinfectee avec X actif.

La courbe 4 de la figure 11 est plus basse que la courbe
obtenue sans surinfection parce qu'il y a une proportion cons-
tante de bacteries qui sont lvsees par le phage surinfectant,
alors que les phages inactives par irradiation ne tuent pas les

bacteries ä eux seuls.

Les colonies transduites par le lysat HFT non irradie avec
surinfection simultanee sont toutes heterogenotes lysogenes
normales. Parmi les colonies transduites par des phages defec-

tifs fortement irradies, la moitie environ est heterogenote lysogene

normale tandis que l'autre moitie est lysogene normale
GaL stable ne donnant pas de lysat HFT. On trouve done,
comme pour les souches receptriees lysogenes normales, que
le phage defectif Idg irradie a la possibility de se retablir avec
l'aide du phage surinfectant actif tout en permettant Fetablis-
sement de la lysogenie normale. Dans le cas de la surinfection
avec plusieurs phages, comme ici, on pourrait penser que ce

n'est pas le meme phage actif qui lysogenise et qui retablit Xdg.

Discussion.

La transduction par le phage Xrfg semble toujours etre liee
ä l'etablissement de la lysogenie pour Xdg et de l'etat svngenote
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pour les caracteres Gal. On trouve des bacteries transduites
sensibles stables seulement apres segregation, c'est-ä-dire apres

perte du prophage Adg et de la Polyploidie du Gal, perte qui est

souvent accompagnee par une recombinaison entre caracteres

Gal endo- et exogenotes.
Par contre les bacteries transduites par des phages \dg

irradies aux UV sont toujours sensibles et stables pour les

caracteres Gal, lorsqu'il s'agit d'une souche receptrice sensible.

Cette stabilite des souches transduites et le fait qu'on peut
meme transduire des bacteries Gal en Gal" par un lysat
HFT Gal" irradie font penser qu'il s'agit d'une incorporation
dans le genome bacterien des caracteres Gal apportes par lo

phage. Une recombinaison aurait done lieu entre les caracteres

endo- et exogenotes. On a dejä trouve une situation analogue
lors de la segregation de bacteries sensibles ä partir de synge-
notes lysogenes defectives. Morse, Lederberg et Lederberg
(1956i») ont montre par des croisements entre bacteries que les

differents caracteres de la region Gal sont etroitement lies. Pour

expliquer la frequence elevee des recombinaisons entre la

region Gal du phage Ac/g irradie et la partie homologue du

chromosome bacterien, il faut admettre une forte interference

negative, c'est-ä-dire que les echanges sont localement nom-
breux des qu'il v a une recombinaison. Cet effet pourrait etre
dü au rayonnement UV.

Quand on infecte des bacteries lysogenes normales ou
defectives avec Ar/g irradie, le phage lese peut etre restaure

par le prophage et on trouvera dans la bacterie transduite un
prophage defectif transducteur pour les caracteres Gal apportes

par Arfg irradie; en consequence, la bacterie est syngenote. Si

ces bacteries etaient lysogenes normales, elles le restent apres
la transduction; le prophage actif ayant effectue la restauration
du phage lese est done reste actif. Une partie cependant des

bacteries infectees peuvent devenir stables pour la region Gal

et non syngenotes. II doit s'agir alors d'une recombinaison entre
endo- et exogenote Gal comme chez les recepteurs sensibles,
done sans restauration de la partie phagique du genome. La

proportion des bacteries reagissant de cette fa^on ä l'infection
est plus grande chez les lysogenes normales pour 82 que pour A.



332 TRANSDUCTION DES CARACTERES GAL

Dans le cas de la bacterie homogenote Gal" defective, la
transduction pourrait s'expliquer de differentes manieres: on peut
s'imaginer qu'il s'agit d'une recombinaison de la region Gal

du phage irradie soit avec la region Gal du genome bacterien,
soit avec celle du prophage defectif, ou encore qu'il s'agit d'une
restauration du phage irradie par le prophage defectif et qu'il
en resulte une bacterie doublement lysogene defective.

Tandis que ~hdg non irradie a une probabilite de transduire
de 1% environ, la probabilite d'incorporation d'un morceau
du phage \dg irradie et dont les caracteres Gal sont « survi-
vants» est tres grande. Par extrapolation de la courbe de

transduction en fonction de la dose UV ä la dose 0 minute, on

peut determiner le titre des phages defectifs effectuant une
telle transduction. Par extrapolation lineaire dans l'echelle

exponentielle (fig. 11), on obtient ainsi pour le lvsat UFT 78

le titre de 1,2 • 1010 phages transducteurs pour la souche

receptrice sensible, 1,6 • 1010 pour la souche receptrice svnge-
note lysogene defective et 2,5 • 1010 pour la souche lysogene
normale. Le titre trouve pour ce meme lysat 78 par d'autres
methodes est de 2,3 • 1010 phages transducteurs par ml. Le

titre obtenu confirme les resultats des autres methodes de

titration; 1'elTicacite de transduction d'un phage ~kdg irradie,
dont les caracteres Gal survivent, serait alors de 100°,o sur la

souche lysogene normale. Dans le cas des recepteurs sensibles,

oil l'incorporation stable des caracteres Gal dans le genome
bacterien est responsable de la transduction, on ne s'attend pas
ä trouver une eflicacite de 100% vu que Ton ne compte que les

bacteries transduites en Gal" pour les deux caracteres Galj et

Gala.
Nos experiences montrent que le meme phage transduc-

teur ~kdg peut transduire: a) par lysogenisation de la bacterie

receptrice ou b), dans son etat «inactive » par le ravonnement
UV, par recombinaison entre endo- et exogenote. On ne sait

pas si d'autres moyens deactivation que le rayonnement UV

peuvent avoir un effet analogue sur Xdg. Le cas a) produit des

bacteries syngenotes lysogenes defectives, le cas b) des bacteries

sensibles, stables pour la region Gal. Ce dernier mecanisme de

transduction est comparable au type de transduction generale-
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ment trouve, decouvert par Zinder et Lederberg (1952) chez

Salmonella typhimurium. Demerec et Demerec (1956) decrivent
cette transduction comme incorporation par recombinaison des

caracteres apportes par le phage PLT22 dans le genome de la
bacterie receptrice. II semble done que le phage defectif ~kdg

pourrait servir de modele non seulement pour les transductions
du type dit ~hdg, donnant des bacteries syngenotes lysogenes

defectives, mais aussi pour les transductions qui donnent des

bacteries sensibles. Ces dernieres n'etant pas syngenotes, il ne

sera pas possible d'obtenir des lysats HFT ä partir de ces

bacteries transduites. Le phage defectif pourrait transduire
selon Tun ou l'autre des mecanismes decrits, suivant l'etat de

son genome, son mode de liaison au morceau du genome bacte-
rien porte et l'extension de son defaut.

RESUME

Les lysats obtenus par induction de souches lysogenes
normales Escherichia coli K12 (X) contiennent environ un phage

sur 104 capable de donner ä des bacteries receptrices des

caracteres Gal de la bacterie productrice (donatrice). Les

bacteries isolees apres transduction par un tel lysat LFT sont

toujours syngenotes (diploides pour certains caracteres Gal) et
immunes envers le phage X. Apres induction, les souches

syngenotes lysogenes normales donnent des lysats HFT contenant
ä peu pres autant de phages transducteurs que de phages nor-
maux. Les phages X transducteurs se sont reveles etre gene-

tiquement defectifs (kdg). Le defaut provient de la presence des

caracteres Gal bacteriens lies au genome phagique. Lorsque les

phages \dg infectent des bacteries sensibles, environ 1% de ces

phages rendent les bacteries syngenotes lysogenes defectives,
tandis que les autres lysent les bacteries sans que des phages
ni meme des structures liees ä la production de phages puissent
etre formes.

Les souches syngenotes lysogenes defectives contiennent un

prophage defectif Xdg qui les rend immunes envers les phages
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homologues et qui peut contribuer ä la restauration partielle
de phages virulents X2 inactives par le rayonnement UV.

Le prophage Xdg se propage avec le genome bacterien lors
de la division de la bacterie. Cependant il se perd une fois sur
200 divisions environ, de sorte que la bacterie bote devient
sensible. Cette disparition du prophage est toujours accom-

pagnee de la perte de la diploidie pour Gal. Les caracteres Gal
de la bacterie segregeante sont stables et sont souvent de

provenance exogenote: une recombinaison genetique entre endo-

et exogenote doit done avoir eu lieu. Parmi les segregeantes
sensibles il n'a pas ete possible de mettre en evidence des

marqueurs genetiques phagiques du prophage Xdg.

Des segregeantes GaL qui sont restees lysogenes defectives

apparaissent environ une fois par 104 divisions bacteriennes;
ces souches sont des homogenotes Gal~/ex GaL-X.

Les bacteries syngenotes lysogenes defectives sont inducibles

ä la lyse. La courbe d'induction par les UV correspond a

la courbe d'induction trouvee pour les bacteries K12 (X).

Comme ces dernieres, les bacteries syngenotes lysogenes defectives

induites sont photorestaurables. Dans les lysats obtenus

par induction on ne trouve ni phages actifs, ni phages defectifs.

L'analyse au microscope electronique montre qu'il n'y a pas
de phages morphologiquement intacts, ni meme de structures
Hees ä la production de phages (membranes de tetes vides ou
queues). Les lysats ne contiennent pas non plus de materiel
neutralisant le serum anti-X. Une multiplication vegetative du
materiel genetique de Xdg ne semble pas avoir lieu.

La bacterie syngenote lysogene defective induite correspond
au complexe obtenu par infection d'une bacterie sensible par
un phage Xdg, ce dernier n'etant pas capable de diriger les

syntheses necessaires ä sa reproduction. Cependant, si Ton surin-
fecte avec des phages actifs soit la bacterie syngenote lysogene
defective induite soit la bacterie sensible, infectee par Xdg, la

production aussi bien des phages genetiquement defectifs \dg
que des phages actifs du type des surinfectants a lieu. Le phage
surinfectant coopere avec Xdg pour la multiplication de ce

dernier. Les phages 82 et 434, apparentes ä X, sont egalement
capables de cooperer avec Xdg.
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Si Ton effectue la surinfection avec des phages actifs gene-

tiquement marques, on obtient des phages recombinants actifs

pour les caracteres p4, c et m6, tandis que les caracteres h, g4 et

ms n'ont jamais pu etre recuperes par recombinaison entre Xdg

et X normal surinfectant. Le defaut dg peut done etre localise

dans la region de ces caracteres manquants; il doit couvrir
toute une region de la carte des caracteres genetiques et son

etendue peut etre calculee approximativement. Elle correspond
ä un quart de la longueur totale connue. On ne sait pas s'il
s'agit d'une deletion et si les caracteres Gal bacteriens sont
substitues ou brandies ä l'endroit dg.

Les lysats obtenus par cooperation entre Xdg et X actif apres
surinfection sont toujours UFT et correspondent aux lysats
HFT produits par les souches syngenotes lysogenes normales

Gal (X)/ex Gal~-X, qui elles semblent etre doublement lysogenes

pour un prophage normal et un prophage defectif transducteur.
Les phages genetiquement defectifs produits par cooperation

sont phenotypiquement du type du phage actif cooperant quant
ä leurs proprietes d'adsorption; seul ce dernier est done capable
de diriger la production des substances determinant l'adsorption.

Parmi les phages transducteurs on en trouve qui sont des

recombinants genetiques entre le parent defectif et le phage

cooperant. Surinfectant avec des phages 82 une souche GaL/
ex GaL-X induite, on trouve dans le lysat des phages defectifs
transducteurs procurant ä la bacterie transduite l'immunite
envers 82. II n'a, par contre, pas ete possible de trouver des

phages ayant recombine pour des caracteres situes dans la

region dg.

La probability de transduction par le phage Xdg est aug-
mentee d'un facteur de 20 ä 30 dans les bacteries qui sont
infectees egalement par un phage actif. Ce dernier peut done

cooperer aussi pour la lysogenisation par Xdg et il en resulte
dans ce cas des bacteries syngenotes lysogenes normales
GaL (X)/ex Gal -X. Ce phenomene est utilise pour la titration
des phages transducteurs.

Des phages X genetiquement defectifs, pour lesquels le

caractere responsable du defaut se localise dans une region
autre que dg, sont egalement capables de cooperer avec Xdg. Le
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lysat se compose alors essentiellement de phages genetiquemerit
defectifs des deux genotypes parentaux et de quelques
recombinants actifs. La presence de recombinants actifs dans la
bacterie productrice n'est pas necessaire pour qu'elle puisse

reproduire les deux parents defectifs.
Le phage Xtfg irradie au rayonnement UV est encore capable

de transduire. Tandis que le phage \dg non irradie a une
probability de 1% seulement de transduire en etablissant la lyso-
genie defective, pratiquement tous les phages Xdg irradies aux
UV transduisent, pourvu que les caracteres Gal survivent ä

l'irradiation. II s'agit cependant d'un mecanisme de transduction

autre que par la lysogenisation: sur les bacteries sensibles,
la transduction par Xdg irradie consiste en l'incorporation d'une

partie des caracteres Gal de Xdg dans l'endogenote du recep-
teur. Apres cette recombinaison la bacterie reste sensible et
stable pour les caracteres Gal acquis. Sur les bacteries recep-
trices lysogenes normales ce meme mode de recombinaison est

possible, mais on trouve plus frequemment des bacteries svn-

genotes lysogenes normales portant done en plus du prophage
normal un prophage defectif.

REMERCIEMENTS

Je tiens ä exprimer ma reconnaissance ä M. le professeur
J. Weigle et ä M. le Dr E. Kellenberger qui m'ont propose ce

sujet et qui n'ont pas cesse de m'aider, de me conseiller et de

m'encourager tout au long de Fexecution de ce travail. Je

remercie tout particulierement Mme G. Kellenberger pour ses

precieuses suggestions lors de nombreuses discussions et pour
sa collaboration active dans certaines experiences. Je desire

remercier egalement M. le Dr M. L. Morse et M. le Dr A. Campbell

d'avoir bien voulu me communiquer leurs resultats non
publies, M. le professeur J. Lederberg, M. le professeur J. Weigle
et M. le Dr A. D. Kaiser pour les souches de bacteries et de

phages qu'ils ont mises ä ma disposition.



PAR LE BACTERIOPHAGE LAMBDA 337

BIBLIOGRAPHIE

Adams, M. H., Methods of study of bacterial viruses; in Methods in
medical research, Vol. II, pp. 1-73 (The Year Book Publ., Chicago,
1950).

Appleyard, R. K., Segregation of new lysogenic types during growth
of a doubly lysogenic strain derived from Escherichia coli Kl 2.

Genetics, 39, 440-452 (1954). — The transfer of defective lambda
lysogeny between strains of Escherichia coli. J. gen. Microbiol.,
14, 573-582 (1956).

Appleyard, R. K., J. F. McGregor and K. M. Baird, Mutation
to extended host range and the occurence of phenotypic mixing
in the temperate cohphage lambda. Virology, 2, 565-574 (1956).

Arber, W., G. Kellenberger et J. Weigle, La defectuosite du
phage lambda transducteur. Schweiz. Z. allgem. Pathol, u. Bak-
teriol., 20, 659-665 (1957).

Arber, W. and G. Kellenbfrger, Study of the properties of seven
defective-lysogenic strains derived from Escherichia coli K12 (X).

Virology, 5, 458-475 (1958).
Campbell, A., Transduction and segregation in Escherichia coli K12.

Virology, 4, 366-384 (1957).
Demerec, M. and Z. E. Dewerec, Analysis of linkage relationships

in Salmonella by transduction techniques. Mutation, Brookhaven
Symposia in Biology, 8, 75-87 (1956).

Garen, A. and N. D. Zinder, Radiological evidence for partial
genetic homology between bacteriophage and host bacteria.
Virology, 1, 347-376 (1955).

Hartman P. E., Transduction- a comparative review; in The
chemical basis of heredity, pp. 408-462 (Baltimore, The Johns Hopkins

Press, 1957).
Jacob, F., Les bacteries lysogenes et la notion de provirus. Mono-

graphies de VInstitut Pasteur (Masson & Cle, Paris, 1954). —
Transduction of lysogeny in Escherichia coli. Virology, 1, 207-220
(1955).

Jacob, F., C. R. Flerst et E. L. Wollman, Recherches sur les
bacteries lysogenes defectives. II. Les types physiologiques lies
aux mutations du prophage. Ann. Inst. Pasteur, 93, 724-753
(1957).

Jacob, F. et E. L. Wollman, Etude genetique d'un bacteriophage
tempere A'Escherichia coli. I: Le Systeme genetique du
bacteriophage X. Ann. Inst Pasteur, 87, 653-673 (1954). — III: Effet
du rayonnement ultraviolet sur la recombinaison genetique. Ann.
Inst. Pasteur, 88, 724-749 (1955). — Recherches sur les bacteries
lysogenes defectives. I • Determinisme genetique de la morpho-
genese chez un bacteriophage tempere. Ann. Inst. Pasteur, 90,
282-302 (1956a). — Sur le processus de conjugaison et de
recombinaison chez Escherichia coli. I: L'induction par conjugaison ou
induction zygotique. Ann. Inst. Pasteur, 91, 486-510 (19566).



338 TRANSDUCTION DES CARACTEHES GAI

Kaiser, A D A genetic study of the temperate coliphage X Virology,

1, 424-443 (1955). — Mutations in a temperate bacteriophage

affecting its ability to lysogenize Escherichia coli Virology,
3, 42-61 (1957).

Kellenberger, E and W Arber, Electron microscopical studies
of phage multiplication I A method of quantitative analysis of
particle suspensions Virology, 3, 245-255 (1957)

Kellenberger, G and E Kellenberger, Electron microscopical
studies of phage multiplication III Observation of single cell
bursts Virology, 3, 275-285 (1957)

Lederberg, J and E M Lederberg, Replica plating and indirect
selection of bacterial mutants J Bacterial 63, 399-406 (1952)

Lederberg, E M and J Ledtrberg, Genetic studies of lysogenicity
in Escherichia coli Genetics 38, 51-64 (1953)

Meselson, M F W Stahl and J Vinograd, Equilibrium sedi
mentation of macromolecules in density gradients Proc Nat
Acad Sei U S 43, 581-588 (1957)

Morse, M L E M LEDERBrnG and .1 Lederberg Transduction
in Escher ichia coli K12 Genetics, 41, 142-156 (1956a) — Trans-
ductional heterogenotes in Escherichia coli Genetics, 41, 758-779
(19565).

Weigle, J Transduction by coliphage X of the galactose marker
Virology, 4, 14-25 (1957)

Whitfield, J F and R K Appley ard, Formation of the vegetative
pool by induced defective and healthy lysogenic strains of
Escherichia coli J gen Microbiol 17, 453-466 (1957) —
Recombination and phenotypic mixing during phage growth in strains
of Escherichia coli doubly lysogenic for coliphage lambda Virology,

5, 275-290 (1958)
Wollman, E L Sur le determinisme genetique de la lysogenie.

Ann Inst Pasteur, 84, 281-293 (1953)
Zinder, Is and J Lederberg, Genetic exchange m Salmonella

J. Bacteriol 64, 679-699 (1952)


	Transduction des caractères Gal par le bactériophage Lambda
	Introduction
	Terminologie
	Matériel et méthodes
	Examen de souches syngénotes lysogènes défectives
	Défectuosité du phage λ : transducteur de Gal
	Le phénomène de coopération et la localisation du défaut dg.
	Transduction par le phage λdg : irradié au rayonnement UV
	Résumé
	...


