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264 TRANSDUCTION DES C VRACTERES GA1.

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
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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



272 TRANSDUCTION DES CARACTERES GAI.

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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