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On a d6crit r6cemment diff6rentes observations concernant la synthOse de 
prot6ines dans des cellules bact6riennes endommag6es, soit par une lyse obtenue au 
moyen de lysozyme 1, soit rompues par des ultrasons2, 3. L'int6r~t de ces 6tudes est 
6vident et une connaissance pr6cise du mat6riel employ6 est tr~s souhaitable. 

Les travaux de WEIBULL ¢ apportent des pr6cisions fondamentales en ce qui 
concerne la lyse de Bacillus mdgatherium par le lysozyme en pr6sence d'un protectenr 
osmotique tel que le saccharose, comme c'est le cas des 6tudes r6alis6es avec Micro- 
coccus lysodeikticusl, 4. Les cellules de Bacillus m~gatherium privies de leurs mem- 
branes prennent la forme de sphOres que WEIBULL appelle "protoplastes". 

Nous d6crirons dans ce travail la pr@aration de protoplastes de Bacillus subtilis 
et nous montrerons que ceux-ci peuvent 
effectuer la synt.h~se induite d 'un enzyme, 
l'arabokinase. 

I. Pr@aration des prot@lastes 

La bact6rie employ6e est la souche S + 
de Bacillus subtilis. Elle est cultiv6e dans 
des conditions d6js- d~crites pr~c~dem- 
ment 6, essentiellement sur un milieu min6- 
ral avec du glucose M/2o comme substrat 
carbon6. Les batteries sont r6colt6es en 
croissance 5- une densit6 optique de o. 9 (o.3 
g bact6ries s~ches par litre). Les bact6ries 
sont remises en suspension dans un tampon 
phosphate M/2o 5. pH 7.o contenant du 
saccharose o.5 M et I m g  de lysozyme 
par ml. On ajoute o.I% de yeast extract 
(Difco) dans tousles milieux oil sont ma- 
nipul6s les bact6ries et protoplastes, ce qui 
permet de r6duire l'effet tr~s marqu~ des 
lavages sur le m4tabolisme de cet organis- 
me. On poursuit la lyse 5. 35 ° pendant 9 ° 

l~it~lio~rapl~ie p. 357. 

Fig. ~. Bacillus subtilis cellules in tactes .  
Gross issement  Io,ooo fois. 
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l+'ig. 2. t3acillus sublilis ddl)ut de 
lyse, ( ; ross i ssement  l<>,ooo f<~is. 

Fig. 3. Bacil lus subtilis fin de lyse. 
Gross i s semen t  io ,ooo tois. 

Fig. 4. Bacillus subtilis proto-  
p las tes  libres. Gross i s semen t  

3o,ooo f<>is. 
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min. Elle peut ~tre suivie au micros- 
cope k contraste de phase grace aux 
changements de forme que prennent 
les cellules. Ces transformations ont 
~t6 observ6es au microscope 61ectro- 
nique. 

Les filaments bact6riens (Fig. I) 
deviennent rapidement gram n~gatif 
et les corps cellulaires progressive- 
ment priv6s de leurs membranes se 
transforment graduellement en une 
s6rie de corps sph6riques, provisoire- 
ment retenus par les r6sidus de mem- 
brane (Figs, 2 et 3). Finalement, 
les protoplastes sph6riques sont en- 
ti~rement isol6s les uns des autres 

Fig. 5- Bacillus subtilis protoplaste libre et flagelles. 
Grossissement 22,000 fois. 

(Fig. 4) ; ils retiennent 6ventuellement leurs flagelles (Fig. 5). 
Ces protoplastes sont particuli~rement bien d6finis, ais6s k manipuler et ap- 

paremment  plus r6sistants dans leur forme et leur physiologie que ceux obtenus avec 
d 'autres organismes. En particulier, ils conservent une respiration tr~s active pendant 
des temps prolong6s (Fig. 7); ils montrent  encore une respiration active aprbs une 
conservation d'une nuit k + 2  °. 

La respiration disparalt enti~rement lorsqu'ils sont mis en suspension dans un 
tampon sans protection osmotique. Dans ces conditions, les protoplastes sont vid6s 
de la majeure partie de leur contenu, ils sont visibles au microscope 61ectronique 
sous forme de disques plats correspondant aux "ghosts" de WEIBtlLL (Fig. 6). 

Comme le saccharose est mftabolis6e par ces protoplastes, nous avons 6t6 amen6s 
rechercher un autre protecteur osmotique. Apr~s 

diff6rents essais comprenant des poly6thyl~nes de 
poids mol6culaire allant de 300 ~ 3000, ainsi que 
du manitol et de l'inositol, la meilleure formule a 
6t~ trouvfe dans la protection par NaC1 M/2 k M/4. 
La lyse est toujours effectu6e dans le saccharose, 
de fortes concentrations en sel inhibant celle-ci. 

Fig. 6. Bacillus subtilis protoplaste 
lys6 dans tampon. Grossissement 

22,000 fois. 
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2. Synth~se induite d'enzyme 

Comme cela a 6t~ montr6 par MONOI) 7, le 
Bacillus subtilis ayant crfi sur glucose ne pent 
utiliser des sucres tels que le L(+) arabinose qu'apr~s 
une phase de latence (ph6nom~ne de diauxie). Nous 
avons pu effectivement d6montrer que la souche 
utilis~e dans ce travail  contient, aprils croissance 
sur L(+) arabinose, une kinase absente dans les 
eellules ayant  crfi sur glucose, et capable de phos- 
phoryler le L(+)arabinose ou, comme l 'a montr6 
LAMPEN s, de phosphoryler le L-ribulose r~sultant 
de l'isom6risation du L(+)arabinose. 
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4C A. Glucose 
,'~ 

o ~ / d r " - - - ' Y ~ : ~ B .  Arob/)7ose 

1C // ,"~;" ~ ° 
• ° . • 

C, Eodorespirafion 

Fig .  7. I~2volution de  la  v i t e s s e  de  consonll~n&tion ( l ' ( )xyg6ne  d ' u n e  s u s p e n s i o n  de  p ro t<)p las tes  (le 
Bacillus subtilis, en  f o n c t i o n  du  t e m p s ,  /~ 3 5 ' C .  I ,es p r o t o p l a s t e s  s o n t  n l i s  en  s u s p e n s i o n  d a n s  
NaC1 ~lI/2 (NH4)2SO 4 .,lf/2oo. Y e a s t  e x t r a c t  o.I (~o. C o u r b e  , \  - -  a v e c  g lucose  11/5o; C(mrl)e  B = 

a r a b i n o s e  ~1//5o; C o u r b e  C = s a n s  s u b s t r a t .  

Nous avons  suivi l ' a d a p t a t i o n  h l 'u t i l i sa t ion  du t . (+)  arabinose par  les proto-  
plastes,  ~ la fois p a r  leur respira t ion stir ce subs t ra t  et s i rnul tandment  par  la ddter-  
mina t ion  de l ' ac t iv i t6  a rabokinas ique  d ' ex t r a i t s  exempts  de cellules. Les ex t ra i t s  
bact6riens,  ainsi que les ex t ra i t s  de protoplas tes ,  ont (,t6 p r@ards  en t r a i t an t  le 
mat6r ie l  lyophil is6 (p. ex. o . I  5 g) pa r  5 rnl d ' un  t ampon  b ica rbona te  M/3o tt p H  7.7, 
addi t ionn6 de c i t ra te  31/6o et, dans le cas de bact&ies ,  de 30 rng de lysozyrne pour  
Ioo  rnl. L ' ex t r ac t i on  est poursuivie  it o ~' p endan t  I heure et un ex t ra i t  clair  est obtenn 
pa r  cen t r i fuga t ion  ~t z4,ooo tours/rnin.  L ' ac t iv i td  kinasique de l ' ex t r a i t  a ~t(, mesur('e 
pa r  la rn~thode de CoLowIc1¢ ET KALCI<.\r~, cornrne il fnt dbcrit  pr(~ct;dernrnent 9 pour  
la t r iokinase.  

On pent  suivre sur la Fig. 7 l '~volut ion de la vitesse de consomrnat ion d 'oxyg~ne 
avec le L (+)  arabinose  et le glucose cornrne subst ra t .  L ' augrnen ta t ion  de la vitesse 
de resp i ra t ion  s u r r ( + )  arabinose  est tr~'s net te  elle se fai l  en deux stades.  La signi- 
fication de ces deux s tades  nous 6chappe actuel lernent .  

La resp i ra t ion  sur glucose est tff 's act ive pendan t  les t rois  heures et varie peu. 
Parall61ernent it ce t te  expOrience qui a ~t~ suivie rnanom~tr iquernent ,  on a rdalisd 
une a d a p t a t i o n  semblable  sur 2.5 1 d 'une  suspension de p ro top las tes  dans  un milieu 
iden t ique  avec a6rat ion intense et /t 35~L A chacun des temps  o, 6o et x2o minutes ,  
on a pr~lev6 I/3 de la suspension. Les protoplas tes ,  apr~s avoir  ~t~ laves deux fois 
avec NaC1 o.5 31, ont  ~t6 lyophilis~s pour  ~tre utilis~s "~ un test  d ' a rabok inase .  Les 
r6sul ta ts  (Tableau I) rnontrent  clairernent I ' appar i t ion  de l ' ac t iv i t~  kinasique en 
accord avec le test  de respira t ion.  Cette ac t iv i td  est du mbrne ordre de g randeur  que 
celle des bact6r ies  entibres adapt~es  k l ' a rab inose  

Aprbs  avoi r  termin~ la r6dact ion  de ce t ravai l ,  nous avons eu connaissance de 
la possibil i t4 de synthb, se indui te  d 'enzyrne  dans  les p ro top las tes  de Bacillus m~t*a- 

lYihliographie p. 357. 
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TABLEAU I 

Substrats 

Synth~se induite d 'enzyme pendant les temps 

o min  60 min  r2o min  

Id de CO 2 ddgagds en • heure 

ATP (IO/zM) 24 19 28 
ATP (IO ~/~//) L(+)arabinose 46 lo6 220 

(20 ~M) 

Activit6 kinasique 22 87 192 

D6gagement de CO~ r6sultant de l'activit6 de ATPase et de l'arabokinase de 2 ml d'extrait  
de protoplastes en tampon bicarbonate M/3o pH 7.7; NaF M/ioo, MgC12 M/Ioo. 

ther ium 1° et  de  la poss ib i l i t6  de  r e p r o d u c t i o n  de b a c t 6 r i o p h a g e s  d a n s  ces p r o t o p l a s t e s  n ,  

a ins i  que  d a n s  c e u x  de  Baci l lus  subti l is  12. N o u s  r e m e r c i o n s  les a u t e u r s  de  ces t r a v a u x  

qui  n o u s  o n t  p e r m i s  de lire leur  m a n u s c r i t .  

N o u s  t e n o n s  ~ r e m e r c i e r  M a d a m e  Y. BOUILLON p o u r  l ' ex6cu t ion  des  p h o t o -  

g r a p h i e s  p r i ses  au m i c r o s c o p e  61ectronique.  

R~SUMI~- 

Les cellules de Bacillus subtilis, trait6es par le lysozyme en pr6sence de saccharose M/2, 
se transforment en "protoplastes" bien d6finis conservant une activit6 respiratoire importante, 
ainsi que la capacit6 de synth6se induite d'arabokinase. 

Ce mat6riel semble particuli6rement adapt6 ~ des 6tudes concernant la physiologie des 
protoplastes. 

SUMMARY 

Cells of Bacillus subtilis, treated with lysozyme in the presence of sucrose M/2, are trans- 
formed into well defined protoplasts. These protoptasts keep intact an important part of their 
respiration and the capacity of an induced synthesis of arabokinase. 

This material seems particularly well adapted for studies concerning the physiology of 
protoplasts. 

ZUSAMMENFASSUNG 

Mit Lysozym, in Gegenwart yon M/2 Saccharose behandelte Bacillus subtilis-Zellen ver- 
wandeln sich in wohldefinierte "Protoplaste", welche eine bedeutende Atmungsaktivit/~t, sowie 
das Verm6gen die induzierte Synthese von Arabokinase durchzufiihren, beibehalten. 

Dieses Material scheint sich besonders fiir das physiologische Studium der Protoplasten 
zu eignen. 
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