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obtient également une grande proportion (143) de bactéries
doublement lysogénes K12 (Ak, Ah7) lors d’une infection mixte
de bactéries sensibles avec Ak et Ah". Il semble donc assez
normal de trouver plus d’un prophage fixé lors d’une infection
simultanée.

L’effet de coopération dans la lysogénisation permet une
titration des phages transducteurs relativement précise et assez
simple: par infection a basse m.i. (107) avec des phages trans-
ducteurs et surinfection (m.i. = 5) de toutes les bactéries avec
des phages normaux, on obtient des conditions de lysogénisa-
tion relativement constantes. Tenant compte de la probabilité
de lysogénisation, on peut alors déterminer les titres par
comptage des colonies transduites. D’autres méthodes de
titration ont été discutées dans le chapitre premier.

CHAPITRE V

TRANSDUCTION PAR LE PHAGE adg IRRADIE
AU RAYONNEMENT UV

Garen et Zinder (1955) ont trouvé qu'un lysat du phage P22
de Salmonella typhimurium ne perd pas sa capacité de trans-
duire apres irradiation aux UV, bien qu’une grande proportion
des phages soient inactivés. Morse (communication person-
nelle) a fait la méme constatation pour Adg. Dans certaines
conditions ces auteurs obtiennent méme une augmentation de
la transduction, apres une faible dose d’UV. Comme le phage A
inactivé aux UV ne lysogénise pas (G. Kellenberger, commu-
nication personnelle), on peut se demander par quel mécanisme
la transduction par un lysat HFT irradié se produit. Nous
avons essayé de répondre a cette question par les expériences
sulvantes:

Le pouvoir transducteur de notre lysat HFT 78 Gal®
irradié par des doses variables d’UV a été déterminé et les
résultats sont représentés sur la figure 11. On a utilisé les



326 TRANSDUCTION DES CARACTERES GAL

souches réceptrices suivantes: 1° Gal; Gal, sensible, 20 Gal;”
Galy /ex Gal;” Galy"-A homogénote lysogeéne défective et 30 Gal,”
Gal,™ (A) lysogene normale.

Apres une faible irradiation le pouvoir transducteur du
lysat HFT augmente fortement pour atteindre un maximum
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Transduction par le lysat HFT 78 irradié aux UV.

Le lysat HFT contenant 4,4 - 1010 phages actifs et 2,3 - 1010 phages trans-
ducteurs par ml est irradié avec des doses variables de rayonnement UV & une
distance de 55 c¢m de la lampe. La survie des phages actifs est mesurée pour
chaque dose (courbe 5; @). Le lysat irradié est adsorbé pendant 30 minutes a

37° sur des bactéries (1; @) sensibles Gal;~ Galy™, (2; X ) homogénotes lysogénes
défectives Gal,” Galy,7/ex Gal,” Galy™-aet (3 ;O)lysogénes normales Gal;~ Galy™ ().
Les multiplicités d’infection sont (1) 3 - 1073, (2) 4,1 - 1073 et (3) 4,4 - 1073 phages
morphologiquement intacts par bactérie. Aprés adsorption, des dilutions adé-
quates sont étalées sur des boites TTC-galactose. Aprés 20 heures d’incubation,

les colonies transduites en Gal™ sont comptées. l.a courbe 4 (+4) représente
la proportion des bactéries transduites aprés le méme traitement, mais avec
surinfection simultanée par 10 phages actifs par bactérie réceptrice sensible.
En abscisse: dose UV en minutes. En ordonnée: N = nombre de bactéries
transduites par ml dn lysat HFT 78 (courbe 1 & 4) ou nombre de phages actifs
survivants par ml du lysat HFT (courbe 5).
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a une dose de 60 secondes environ (survie de A actif = 107).
Apreés une irradiation plus forte le pouvoir de transduction
diminue exponentiellement en fonction de la dose. La sensi-
bilité apparente des caracteres Gal,” Gal,” serait d’environ
trois fois moindre que celle du phage A actif.

La transduction par le lysat HFT irradié aux UV est un
peu meilleure sur des récepteurs lysogénes que sur les sensibles.
L’analyse des colonies transduites aidera a4 comprendre ces
différences.

1. Souche réceptrice senstble.

Infectées a une m.i. de 3 - 107 phages morphologiquement
intacts, les bactéries transduites par le lysat HFT non irradié
sont la plupart hétérogénotes lysogenes défectives (tableau XI).

TasLEaUu XI.

Analyse des colonies transduites en Gal* aprés adsorption du lysat
HFT 78 irradié au rayonnement UV sur des bactéries réceptrices
Gal,~ Galy~ sensibles.

Colonies transduites testées
Dose UV
secondes Hétérogénotes | Hétérogénotes
Total lysogénes lysogénes Sensibles
normales défectives

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 isolées des boites d’étale-
ment TTC-galactose de I’expérience décrite dans le texte de la
figure 11. Elles sont nettoyvées deux fois et testées ensuite quant a
leur ségrégation, a leur production de phages actifs et a leur immunité
envers Ac.

Apres une dose de 15 secondes d’irradiation déja, la moitié des
bactéries transduites sont sensibles et apres des doses plus fortes
on ne retrouve plus que des sensibles Gal’. Celles-ci sont
stables et ne ségregent jamais de Gal™. En multipliant lytique-
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ment des phages A dans une telle souche, on n’obtient jamais
de phages transducteurs, méme sil’on irradie les bactéries avant
I'infection avec une dose d’induction de rayonnement UYV.
De méme, apres lysogénisation par A, ces souches sont toujours
lysogénes normales non syngénotes et ne donnent pas de lysat
HFT.

Il doit probablement se produire une incorporation stable
des caracteres Gal du phage transducteur dans le génome de
la bactérie; ce que l'expérience suivante semble confirmer: un
lysat HFT Gal;” Gal, -A provenant d’une souche Gal" (3)/
ex Gal;” Galy™-A a été irradié aux UV a une survie de 19 des
phages actifs. Ensuite, les phages irradiés ont été adsorbés sur
des bactéries W3110 Gal” carencées et celles-ci étalées sur des
boites TTC-galactose. Apres 16 heures d’incubation a 37° on a
trouvé des colonies transduites en Gal™. Parmi 20 colonies Gal~
testées, 8 étaient Gal,” Gal,™ sensibles, 8 Gal,” Gal," sensibles,
3 Gal;" Gal,” sensibles et une était Gal” pour un autre carac-
tere. Cette derniere pourrait étre due a une mutation spontanée.

2. Souche réceptrice homogénote lysogéne défective.

La transduction du lysat HFT non irradié sur la souche
réceptrice homogénote lysogene défective Gal;” Galy /ex Gal;”
Gal,™-A est environ trois fois moins efficace que sur la souche
sensible Gal,” Gal,”. Parmi douze colonies transduites exami-
nées, toutes étaient restées syngénotes lysogenes défectives.

Par de faibles doses d’UV I'efficacité de transduction est
fortement augmentée, dans les mémes proportions que chez les
récepteurs sensibles. Pour les fortes doses, elle diminue paralle-
lement & la survie des caracteres Gal constatée sur les récepteurs
sensibles.

Parmi 12 colonies transduites avec le lysat HFT irradié
pendant 7 minutes (survie des phages actifs = 2 - 1077) on a
trouvé 10 syngénotes lysogenes défectives, ségrégeant toutes
des Gal”, et 2 sensibles Gal™ stables. Ces derniéres peuvent
étre produites par transduction de bactéries ségrégeantes sen-
sibles Gal™ se trouvant dans la culture réceptrice, et il est pro-
bable que les bactéries syngénotes lysogénes défectives restent
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toujours syngénotes lysogenes défectives lors de la transduction
par le lysat HF'T irradié.

3. Souche réceptrice lysogéne normale.

I’efficacité de transduction du lysat HFT non irradié sur
la souche lysogéne normale Gal,” Gal,” (A) est un peu plus
petite que celle de la souche sensible. Les colonies transduites
sont hétérogénotes du type Gal,” Gal,™ (A)/ex Gal;" Gal,"-A. Le
phage défectif se fixe donc en établissant une double lysogénie.

Si 'on irradie des phages défectifs, ils transduisent les bac-
téries réceptrices lysogénes normales avec plus d’eflicacité qu’ils
ne transduisent les bactéries sensibles. LLa majorité (10 sur 12)
des colonies transduites par le lysat HFT irradié avec la dose
de 7 minutes d’'UV (survie des phages actifs = 2 - 1077) sont
syngénotes lysogenes normales et donnent apres induction un
lysat HFT. Ces souches sont donc devenues doublement lyso-
genes Gal;” Gal,” (A)/ex Gal;" Gal,"-A. Les deux autres sont des
souches stables Gal™ non syngénotes Gal™ (7).

Le phage Adg avant été fortement irradié, il est difficile de
comprendre pourquoi les caractéres Gal apportés par ce phage
se trouvent dans la bactérie transduite en position exogénote
et liés & un prophage Adg apparemment non lésé par les UV.
Il faut s’imaginer que le phage Adg irradié a une grande affinité
pour le prophage A de la bactérie réceptrice lysogéne normale
et qu’il est capable de se rétablir avec 1’aide du bon prophage
tout en laissant ce dernier intact. On devrait donc trouver sur
le prophage Adg de la bactérie transduite les caracteres géné-
tiques du prophage de la bactérie réceptrice ou une partie au
moins de ceux-ci. Ne connaissant pas de marqueurs génétiques
de X qui a la fois lysogénisent bien et ne sont pas inclus dans
la région dg, nous avons cherché si, apres transduction par le
phage Adg irradié d’une souche lysogéne normale portant le
prophage 82, on trouve I'immunité envers 82 ou envers A
associée au prophage défectif.

Une culture Gal;” Gal,” (82) a été transduite par le lysat
HFT 78 irradié aux UV pendant 7 minutes. Parmi vingt-quatre
colonies transduites testées nous avons trouvé deux hétéro-
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génotes lysogenes normales donnant un lysat HFT apres induc-
tion. Les autres souches étaient Gal' (82) stables. La proportion
des bactéries dans lesquelles les caracteres Gal ont été incorporés
d’une fagon stable dans le génome bactérien est donc plus
grande chez la souche lysogeéne pour 82 que chez celle qui est
lysogéne pour A, Les deux souches syngénotes lysogénes nor-
males étaient du type Gal™ (82)/ex Gal™-82. L'immunité du
prophage défectif provenait donc dans les deux cas du pro-
phage actif 82 tandis que 'immunité envers A n'a dans aucun
cas pu étre retrouvée. On peut donc penser que le phage
défectif ndg irradié peut se compléter avec les caractéres du
«bon» prophage pour devenir un prophage défectif trans-
ducteur.

4. Souche réceptrice sensible surinfectée avec ) 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 bactéries qui sont lysées par le phage surinfectant,
alors que les phages inactivés par irradiation ne tuent pas les
bactéries a eux seuls.

Les colonies transduites par le lysat HFT non irradié avec
surinfection simultanée sont toutes hétérogénotes lysogenes
normales. Parmi les colonies transduites par des phages défec-
tifs fortement irradiés, la moitié environ est hétérogénote lyso-
géene normale tandis que l'autre moitié est lysogéne normale
Gal™ stable ne donnant pas de lysat HFT. On trouve donc,
comme pour les souches réceptrices lysogenes normales, que
le phage défectif Adg irradié a la possibilité de se rétablir avec
I’aide du phage surinfectant actif tout en permettant 1’établis-
sement de la lysogénie normale. Dans le cas de la surinfection
avec plusieurs phages, comme ici, on pourrait penser que ce
n’est pas le méme phage actif qui lysogénise et qui rétablit adg.

Discussion.

La transduction par le phage Adg semble toujours étre liée
a I’établissement de la lysogénie pour Adg et de I’état syngénote
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pour les caractéres Gal. On trouve des bactéries transduites
sensibles stables seulement apres ségrégation, c¢’est-a-dire apres
perte du prophage Adg et de la polyploidie du Gal, perte qui est
souvent accompagnée par une recombinaison entre caracteres
Gal endo- et exogénotes.

Par contre les bactéries transduites par des phages Adg
irradiés aux UV sont toujours sensibles et stables pour les
caracteres Gal, lorsqu’il s’agit d’une souche réceptrice sensible.
Cette stabilité des souches transduites et le fait qu'on peut
méme transduire des bactéries Gal® en Gal™ par un lysat
HEFT Gal irradié font penser qu’il s’agit d’une incorporation
dans le génome bactérien des caractéres Gal apportés par le
phage. Une recombinaison aurait donc lieu entre les caractéres
endo- et exogénotes. On a déja trouvé une situation analogue
lors de la ségrégation de bactéries sensibles a4 partir de syngé-
notes lysogeénes défectives. Morse, Lederberg et Lederberg
(19560) ont montré par des croisements entre bactéries que les
différents caracteres de la région Gal sont étroitement liés. Pour
expliquer la fréquence élevée des recombinaisons entre la
région Gal du phage A\dg irradié et la partie homologue du chro-
mosome bactérien, il faut admettre une forte interférence
négative, c’est-a-dire que les échanges sont localement nom-
breux deés qu’il y a une recombinaison. Cet effet pourrait étre
di au rayonnement UV.

Quand on infecte des bactéries lysogénes normales ou
défectives avec Adg irradié, le phage lésé peut étre restauré
par le prophage et on trouvera dans la bactérie transduite un
prophage défectif transducteur pour les caracteres Gal apportés
par Adg irradié; en conséquence, la bactérie est syngénote. Si
ces bactéries étaient lysogénes normales, elles le restent apres
la transduction; le prophage actif ayant effectué la restauration
du phage lésé est donc resté actif. Une partie cependant des
bactéries infectées peuvent devenir stables pour la région Gal
et non syngénotes. Il doit s’agir alors d’'une recombinaison entre
endo- et exogénote Gal comme chez les récepteurs sensibles,
donc sans restauration de la partie phagique du génome. La
proportion des bactéries réagissant de cette facon a I'infection
est plus grande chez les lysogenes normales pour 82 que pour A.
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Dans le cas de la bactérie homogénote Gal™ défective, la trans-
duction pourrait s’expliquer de différentes maniéres: on peut
s'imaginer qu’il s’agit d’une recombinaison de la région Gal
du phage irradié soit avec la région Gal du génome bactérien,
soit avec celle du prophage défectif, ou encore qu’il s’agit d'une
restauration du phage irradié par le prophage défectif et qu’il
en résulte une bactérie doublement lysogene défective.

Tandis que Adg non irradié a une probabilité de transduire
de 19, environ, la probabilité d’incorporation d’un morceau
du phage Adg irradié et dont les caracteres Gal sont «survi-
vants » est tres grande. Par extrapolation de la courbe de
transduction en fonction de la dose UV a la dose 0 minute, on
peut déterminer le titre des phages défectifs effectuant une
telle transduction. Par extrapolation linéaire dans I'échelle
exponentielle (fig. 11), on obtient ainsi pour le lysat HFT 78
le titre de 1,2 - 1019 phages transducteurs pour la souche
réceptrice sensible, 1,6 - 101% pour la souche réceptrice syngé-
note lysogéne défective et 2,5 . 101 pour la souche lysogeéne
normale. Le titre trouvé pour ce méme lysat 78 par d’autres
méthodes est de 2,3 - 1010 phages transducteurs par ml. Le
titre obtenu confirme les résultats des autres méthodes de
titration; l'efficacité de transduction d'un phage A\dg irradié,
dont les caractéres Gal survivent, serait alors de 1009, sur la
souche lysogene normale. Dans le cas des récepteurs sensibles,
ou l'incorporation stable des caractéres Gal dans le génome
bactérien est responsable de la transduction, on ne s’attend pas
a trouver une efficacité de 1009, vu que I’on ne compte que les
bactéries transduites en Gal” pour les deux caracteres Gal; et
Gal,,.

Nos expériences montrent que le méme phage transduc-
teur \dg peut transduire: a) par lysogénisation de la bactérie
réceptrice ou b), dans son état « inactivé » par le rayonnement
UV, par recombinaison entre endo- et exogénote. On ne sait
pas si d’autres moyens d’inactivation que le rayonnement UV
peuvent avoir un effet analogue sur Adg. Le cas a) produit des
bactéries syngénotes lysogenes défectives, le cas b) des bactéries
sensibles, stables pour la région Gal. Ce dernier mécanisme de
transduction est comparable au type de transduction générale-
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ment trouvé, découvert par Zinder et Lederberg (1952) chez
Salmonella typhimurium. Demerec et Demerec (1956) décrivent
cette transduction comme incorporation par recombinaison des
caracteres apportés par le phage PLT22 dans le génome de la
bactérie réceptrice. Il semble donc que le phage défectif Adg
pourrait servir de modele non seulement pour les transductions
du type dit Adg, donnant des bactéries syngénotes lysogenes
défectives, mais aussi pour les transductions qui donnent des
bactéries sensibles. Ces derniéres n’étant pas syngénotes, il ne
sera pas possible d’obtenir des lysats HFT a partir de ces
bactéries transduites. Le phage défectif pourrait transduire
selon I'un ou I'autre des mécanismes décrits, suivant 1'état de
son génome, son mode de liaison au morceau du génome bacté-
rien porté et I’extension de son défaut.

RESUME

Les lysats obtenus par induction de souches lysogénes nor-
males FEscherichia colt K12 (1) contiennent environ un phage
sur 10* capable de donner a des bactéries réceptrices des
caracteres Gal de la bactérie productrice (donatrice). Les
bactéries isolées apres transduction par un tel lysat LFT sont
toujours syngénotes (diploides pour certains caractéres Gal) et
immunes envers le phage A. Apres induction, les souches syn-
génotes lysogenes normales donnent des lysats HFT contenant
a peu pres autant de phages transducteurs que de phages nor-
maux. Les phages A transducteurs se sont révélés étre géné-
tiquement défectifs (Adg). Le défaut provient de la présence des
caracteres Gal bactériens liés au génome phagique. Lorsque les
phages Adg infectent des bactéries sensibles, environ 19, de ces
phages rendent les bactéries syngénotes lysogenes défectives,
tandis que les autres lysent les bactéries sans que des phages
n1 méme des structures liées a la production de phages puissent
étre formés.

Les souches syngénotes lysogénes défectives contiennent un
prophage défectif Adg qui les rend immunes envers les phages
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