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INTRODUCTION 

Le m6canisme de la transformation d'une bact6rie par l'acide d6soxyribonu- 
cl6ique (ADN) d'une autre souche est encore tr~s obscur. Peu d'6tapes ont 6t6 claire- 
ment mises en 6vidence, encore leur signification m~me 6chappe-t-elle en grande 
pattie. Cet 6tat de choses peut ~tre attribu6 principalement au fair que les premiers 
syst~mes de transformation connus se pr6taient mal 5. des recherches quantitatives. 
Le transfert, chez le Pneumocoque, de la r6sistance 5. un antibiotique par  I 'ADN 
purifi~ 5. part ir  d 'un mutant  r~sistant (HoTCtIKISS 1, 2, 8) r~pond k ce besoin; nous avons 
appliqu6 ici l 'un de ces syst~mes (HoTCHKISS 3) 5. l'6tude cin6tique de diff6rents points 
du processus de transformation. 

Competence 

On sait qu'un milieu, m6me parfaitement appropri6 k la croissance des Pneumo- 
coques, n'est pas n6cessairement propre k leur transformation: c'est ainsi qu'il dolt 
contenir une petite quantit6 d'albumine (HOTCHKISS ET EPHRUSSI-TAYLOR4). D'autre 
part ,  une culture de Pneumocoques dans un milieu favorable ne contient pas k tout 
moment des bact6ries (bact6ries "comp6tentes") capables de produire, sous l'action 
d 'un ADN 6tranger, des colonies transform6es. La comp6tence apparait  an cours de 
la phase de multiplication exponentielle et retombe avant  la fin de la croissance 
(Mc CARTY, TAYLOR ET AVERYS; HOTCHKISS3). La signification de cette propri~t6 est 
loin d'etre 61ucid6e. HOTCHKISS 3 a montr6 que certains facteurs qui induisent une 
synchronisation des divisions cellulaires entrainent des variations cycliques de la 
comp6tence; il en a d6duit que I'~tat de comp6tence pourrait 6tre li6 5. un stade de 
la division cellulaire. 

Notons que, si l '6tat de comp6tence ne peut, jusqu'ici, 6tre mis en 6vidence que 
par  la transformation, il n 'en est pas moins ind6pendant de la pr6sence de I 'ADN 
transformant.  

R~actions entre les bact~ries comp~tentes et I 'ADN trans[ormant 

De ce qui pr6c~de r6sulte un obstacle majeur k l '6tude cin6tique des interactions 
entre les bact6ries comp6tentes et I 'ADN transformant : la concentration de l 'un des 
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" r d a c t i f s "  - -  les bactbr ies  c o m p d t e n t e s  - var ie  de mani ; ' re  complex~'  au cours  dc ta 

cu l tu re ,  i n d @ e n d a m m e n t  de la rdac t ion  p r o p r t : m e n t  di te .  ( ' e t t e  difliclfltd mist, i~ par t ,  

une  d tape  de  la t r a n s f o r m a t i o n  para i t  tr(,s accessible  it l ' e × p ( r i m e n t a r i o n :  la fi,r- 

mar ion ,  it p a r t i r  du  md langc  des  bac tdr ies  c o m p ( ' t e n t e s  el de I ' A I ) N  t r a n s l o r m a l l i .  

d ' u n  " c o m p l e x e ' "  A D N - b a c t d r i e s ,  rd f rac ta i re  it Fac t ion  dr' la d( 'soxyribonucl&Ls~' 

(DNase) .  E n  fait ,  uons  ve r rons  p lus  loin la r6elle complex i t ( '  d ' i n t e rp rOta t i on  de  t('ll(,s 

exper iences .  Une chose  cst ce r ta ine ,  c e p e n d a n t :  t)eu de t emps  (3o s¢'c ic I ra in:  

STOCKER, KR.\USS ET Mc LF.()D6; Ho'r¢:HKISS a) at)rbs l ' a d d i t i o n  de I ' A I ) N  t r a n s f o r m a n t  

une  cu l tu re  c o n t e n a n t  des  1)act('rics comt )&en tes ,  nne  p a t t i e  d c c e s  bact(,ries ont 
d6jtt ntis I ' A D N  ndcessair(,  it leur  t r a n s f o r m a t i o n  it l ' abr i  de la I )Nase .  

Expression phdn.otypiq,m' cl multiplication du 2~;~w nom,eau 

A p a r t i r  du  m o m e n t  off les bac tdr ies  e o m p d t e n t c s  ou t  6td raises en c o n t a c t  avec  

I ' A D N  t r a n s f o r m a n t ,  on pou t ,  it i n t e rva l l e s ,  t r ans f6 re r  des  a l i quo te s  de la suspens ion  

dans  un mi l i eu  sol ide c o n t e n a n t  de la s t r e p t o m y c i n e .  On obse rve  ainsi  (HoTctiKlSS :~) 

que  le n o m b r e  des  "uni tds ' "  capab les  de d o n n e r  na i s sance  it une  colonie  r6s i s tanh:  

a t t e i n t ,  aprbs  I h k I h 3o rain, un pal ier ,  pu i s  a u g m e n t e  de n o u v e a u ,  i1 est  assez 

n o r m a l  de  cons id6re r  que  le p r e m i e r  acc ro i s semcn t  r ep r6sen tc  l ' express ion  phdno-  

t y p i q u e  du  ca rac tb re  n o u v e a u ;  lc pa l i e r  i n d i q u e  qne,  p e n d a n t  un ce r ta in  t emps ,  le 

g6ne n o u v e a u  ne s ' es t  pa s  mul t ip l id .  La  s igni f ica t ion  prdcise des  d e u x  p6r iodes  de  

Ia tence  - d(qai de  l ' exp re s s ion  ph~:notypique ,  ddlai  de  la m u l t i p l i c a t i o n  du carac t ( ' re  

n o u v e a u  - -  est loin d '0 t re  claire. 
R e m a r q u o n s  en t e r m i n a n t  c e t t e  i n t r o d u c t i o n  que  les donndes  ac tue l l es  ne 

fou rn i s sen t  aucune  i nd i ca t i on  sur  le m o m e n t  off se fa i l  l ' i n t 6g ra t i on  de  I ' A D N  t rans -  

f o r m a n t  dans  le gdnome de la bac tdr ie  rdcept r ice .  

PARTIE EXPERIMENTALE 

Matdriel et mdthodes 
Nous avons utilisd une souche de Pneumocoques non encapsul6e (R 3~)A) ddrivdc d'une 

souche (D 39) de type II. Les milieux pour le maintien des souches et Ia rdalisation des trans- 
formations sent ceux utilisds par H. EPHRUSSI-TAVLOR (7 milieu 3) 16g6rement modifi6s (H. 
EPHRUSsI-TAYLOR, communication personnelle) de la sorte: pour 2. 5 1 d'eau distill6e, on empl~ie 
leo mg CaCI= et pas de MgCI.,. 

L'agent transformant est prdpard selon 7 'a partir d'un mutant  rdsistant it plus de 2,00o/~g/ml 
de streptoinycine (HOTCHKrSS"~). I1 est conserv6 5 la chambre froide en solution fi I mg/inl darts 
NaC1 o.14 M. 

Une culture fraichement arrivdc au maximum de sa croissance est dilu6e IO lois dans du 
milieu 3 sans albumine et incubde g 37 ° ("prdculture") jusque peu apr6s la croissance maximum 
(2 h 15 min; environ 3' *oS bactdries/ml). C'est tt partir de cette pr6culture que sent faites les 
dilutions qui servent de point de d6part aux exp6riences de transformation. 

HOTCHKISS a a soul ignd l ' in f luence  de fac teurs  te ls  que  a g i t a t i o n  ou v a r i a t i o n s  
de  la t e m p 6 r a t u r e  sur  la  c o m p d t e n c e  des  cu l tu res .  Sans  d o u t e  une  cu l t u r e  en  p h a s e  
s t a t i o n n a i r e ,  c o m m e  cel le  d o n t  nous  pa r tons ,  es t -e l le  mo ins  sensible  ~ ces fac teurs .  
C e p e n d a n t ,  dans  le souci  d ' u n i f o r m i s e r  a u t a n t  que  poss ible  les effets  seconda i res  de  

la  mise  en m a r c h e  de  la cu l tu re ,  nous  avons  laiss6 en g6ndral  la  p r d c u l t u r e  p e n d a n t  
I5  m i n k  la t e m p f r a t u r e  du  l a b o r a t o i r e  a v a n t  de  la d i lue r  dans  le mi l i eu  de t r a n s -  

f o r m a t i o n .  

La prdculture est laiss6e 15 rain 5 13 tempdrature du laboratoire, puis repiqude it la dilution 

13iblio~raphie p. 48l. 
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voulue (en g6n6ral io --1 ou io -2, soit 3" lo~ ou 3" IOe bact6ries]ml, respectivement) dans du milieu 
37 ° contenant de l'albumine. 

Le principe transformant est, en g6n6ral, mis au contact des bact6ries par l'addition ~ la 
culture d'un vingti~me de son volume de la dilution voulue d'ADN transformant. L'addition, 
s'il y a lieu, de DNase, est bas6e sur la technique de MCCARTY, TAYLOR ET AVERY 5. 

La dur6e d'incubation ~ 37 ° entre l'addition de I'ADN transformant et la raise en contact 
des bact6ries avec Ia streptomycine est bas6e sur les r6sultats exprim6s par la Fig. i. Les cultures 
6ventuellement apr~s une dilution appropri6e, sont vers6es dans des boites de P6tri, oi~ l'on coule 
aussit6t du milieu g~los6 (EPI-IRUSSI-TAYLOR ~, milieu 2) additionn6 de 5 °/~g dihydrostrepto- 
mycine/ml. 

Expression phdnotypique 

Nous commencerons par  l 'expos6 des r fsul ta ts  concernant  cette 6tape, dont  la 
connaissance descriptive est indispensable ~ l '6tude des autres points.  

Une culture contenant des bact6ries comp6tentes est additionn6e d'ADN transformant; 
apr~s 5 min, on ajoute de la DNase selon Mc CARTY, 
TAYLOR ET AVERY 5. A intervalles, des aliquotes de 
la culture sont pr61ev6es et coul6es aussit6t darts .~ 
le milieu g61os6 contenant de la streptomycine (5o ~6 
/,g/ml). ~ "~ 

Le rfisultat d ' une  telle expfrience est a~  
exprim6 par  la Fig. I (courbe a). En  accord 
avec des donn6es de HOTCHKISS a, le ph6no- 100g 
type nouveau  est exprim6 p le inement  entre 
I h e t  I h 30 rain apr~s l ' addi t ion  de I 'ADN 
t ransformant .  Le palier de la courbe a ne 
r6sulte pas de l '6puisement  du mil ieu:  la 
courbe de croissance (b) mont re  qu ' au  mo- 
men t  oh l 'on a t t e in t  le palier de la courbe 10to 
de t ransformat ion  (a), il reste, dans cette 
expfrience, le temps nfcessaire ~ deux di- 
visions. 

Etude de la competence en /onetion du temps 

Dans cette part ie du travail ,  nous utili- 
serons toujours  une concentrat ion d 'ADN 
("exc~s" d 'ADN) telle (0. 5 ~ 5 Fg/ml) 
qu ' un  accroissement de cette concentrat ion 
n ' en t r a ine  plus d 'accroissement sensible du 
nombre  de t ransformat ions  observ6es. Deux 
remarques s ' imposent  ici. 

(I) Le terme d'exc~s, utilis6 ici faute 
de mieux, pourrai t  laisser supposer que 

/ 
~ Jo 6'o 90 wo t cm/~) 

Fig. i. Courbe a. En abscisses, le temps d'in- 
cubation, ~ 37 o, entre l'addition de I'ADN et 
la raise au contact de la streptomycine. En 
ordonn6es, les transformations observ6es, 
exprim~es en % de la valeur de palier. 
Courbe b. Courbe de croissance th~orique de 
la culture (p6riode de division, 3 ° rain) ex- 
prim6e en % de la croissance maximum. 

(Coordonn6es semi-logarithmiques). 

too % 

to% 

les bact6ries comp6tentes peuven t  ~tre en quelque sorte titr6es par  I 'ADN trans-  
formant ,  une quant i t6  donn6e d 'ADN dans le milieu pe rme t t an t  la t ransformat ion  
d ' u n  nolnbre  donn6 de bact6ries. Nous verrons plus loin (page 475) qu ' i l  n ' e n  est 
l ien  et qu 'une  concentra t ion donn6e d 'ADN (m6me " l imi tante")  peut  t ransformer  
d ' a u t a n t  plus de bact6ries que la concentra t ion  des bact6ries comp6tentes est elle 
m~me plus 61ev~e. Ceci sugg~re l ' in te rvent ion  d ' u n  facteur de probabil i t6  de ren- 
contre:  une concentra t ion  " l imi tan te"  d 'ADN n 'es t  pas telle par  6puisement,  mais 
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parce  que tou tes  les bact6ries comp6tentes  n 'on t  pas  le t emps  d ' y  rencontrer ,  cn 
t emps  voulu,  la par t icu le  voulue. 

(2) Si la compdtence ddtermine  la possibilit( ,  de f ranchir  l 'une des ( ' tapes de la 
t r ans format ion ,  il se peut  que le hombre  des t r ans fo rmat ions  observdes soit limitd, 
en outre,  au cours d ' ( , tapes  ult(~rieures. C'est pourquoi  l 'on ne pen t  affirmer que le 
hombre  de t r ans fo rmat ions  observ(~es tt la suite de l ' ac t ion  d 'un  "exc6s" d ' A D N  
t r a n s f o r m a n t  reprdsente  r( 'e l lement le nombre  de bact6ries qui ont  dt6 coinp(, tentes 
d u r a n t  la presence de I 'ADN dans le milieu. Ainsi, si l ' in tdgra t ion  de I 'ADN dans 
le g6nome peu t  ~tre compare, tt un crossing-over  ~t l '6chelle mol~culaire (voir EPHRVSS> 
TAYLOR ~) on peu t  s ' a t t endre ,  m~me dans  les md l l eu re s  condi t ions  -ce l l es  d ' une  

~E 

g 

Io, ooo 

tooo 

O o r~o  o b 

/1 
Ioo 2b go 6b eo lbo ~b t (.,~,) 

]qg. e. Courbes cumulatives tie eompd- 
tence, obtenues par les techniques (a) et 
(b). (inoculum: 3 . ~ o  6 bact&ies/ml). En 
ordonn~es, le nonlbre de t r ans fo rn ]a t ions  
observ6~es (par ml de culture non dilude). 
En abscisses: courbe a, le temps d'addition 
de I'ADN transformant; eourbe b, le 
temps d'addition de ht DNase (t'ADN 
dtant p%sent d~s l'origine de la culture). 

(Coordonn~es semi-logarithmiques). 

bact6r ie  comp&ente  en pr6sence d 'un  
"exc6s" d ' A D N  t r ans fo rman t  -;i ce que la 
fr6quence de la t r ans format ion  soit  liinitt',e 
pa r  celle des recombinaisons  o{1 l 'uni td trans- 
fo rmante  de I 'ADN est rdel lement  utilis&,. 
D ' au t r e s  facteurs  pour ra ien t  conduire  ;~ ht 
in~me s i tua t ion :  par  exemple une comp(' 
t i t ion  entre  moldcules diff(.rentes d 'AI )N  du 
facteur  t r ans fo rmant ,  moldcules qui ne sont 
pas  ndcessairement  routes  des vecteurs  du 
caracff ' re que l 'on veut induire.  I1 serai t  
in tdressant  de comparer  les fr&luenccs 
m a x i m a  de' d iverses  t ransformat ions ,  cn 
u t i l i sant  des a l iquotes  d 'nm '  m0me suspen- 
sion de bact6r ies  compdtentes .  Sans perdre  
de r u e  cet te  relnar(lue, notts I)arlerons fr(,- 
quement ,  par  s implif icat ion,  du  hombre  de 
bact( ' r ies coml)dtentes pour  (tdsigner le hom- 
bre m a x i n m m  de bac%ries  ~lui, dans  ces 
condit ions,  peuven t  rdagir avec I 'AI)N (eom- 
pdtence) cl poctsser la lra~zs/ormalioll /t~squ,t 
so~ sta(# ~real. 

L'd tude  de la compbtence peut  C'tre 
abordde de diverses manibres.  

(a) On peut ,  dans  une s(~rie de cul tures  
parall61es, a jou te r  I 'ADN apr6s diffbrentes 

du%es  de croissance. On ob t ien t  ainsi (Fig. 2, courbe a) une courbe cum,ulati',,c 
d~croissante.  Cette courbe donne le nombre  de bactdr ies  qui sent  compdtentes  5 
l ' i n s t a n t  t ou qui le seront ultdrieureme,#; en d ' au t r e s  termes,  elle renseigne sur la 
d i spa r i t i on  de la competence  dans  la culture,  mais  non sur son appar i t ion .  

(b) On peu t  me t t r e  les bact6r ies  en contac t  avec I 'ADN d6s le d~but des cul tures  
et  a jouter ,  dans  les diff6rents tubes,  de la DNase apr6s diverses  durdes de croissance. 
On obt ien t  ainsi le nombre  de bactdr ies  qui, an t emps  t, ont ddj~t r&@ avec I 'ADN 
au moins  j u squ ' au  po in t  o{1 ce dernier  est  protdg6 de la DNase.  La eourbe,  dgalement  
.cumulative,  mais ascendante  cet te  fois (Fig. 2, courbe b) devra i t ,  (i premiere v.uc, 
renseigner  sur l ' appa r i t i on  de la  compO, tence dans  la culture,  avee sans doute  un 
r e t a r d  co r respondan t  ~t la dur6e n6cessaire pour  qu 'une  bact6r ie  comp6tente  me t t e  

t4ibliographie p. 48- r. 
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"~ l 'abri  de la DNase I 'ADN t rans formant  qu'elle a absorb6. Nous reviendrons,  au 

cours de la discussion, sur l ' in terpr~ta t ion de ce type d'exp6riences. 

(c)  L'addi t ion  de I 'ADN ~ l ' ins tan t  

et de la DNase ~ l ' i n s t an t  t' permet  d'6va- 
luer la comp~tence entre ces deux instants .  
Les courbes ainsi obtenues, qui ne sont pas 
eumulatives,  ne renseignent  cependant  
pas snr la compfitence ~ un ins t an t  donn~ 

mais entre deux instants .  
(d)  I1 semble que la d~terminat ion 

directe de la competence ~ un  ins tant  donn~ 
soit rendue possible par l 'observat ion 
suivante.  Au lieu d 'a jouter  I 'ADN sous un 
faible volume liquide, on peut  diluer, au 
temps t, des aliquotes de la culture (ou de 
cultures parall~les) dans du milieu frais 
con tenan t  I 'ADN. On obt ient  alors, si l 'on 
porte le nombre  des t ransformat ions  ob- 
serv6es en fonction du temps oh la di lut ion 
est r6alis6e, une courbe non cumulat ive  
(voir, par  exemple, les courbes de la Fig. 3.) 
Tout  se passe comme si la di lut ion dans du 
milieu frais, tou t  en pe rme t t an t  la r6action 
des bact6ries comp~tentes avec I 'ADN, 
bloquai t  momentan6ment*  l ' appar i t ion de 
nouvelles bactfiries comp6tentes.  Ce point  

~0~ 

~oo~ i! 
I 0 C  ' . t ( m i n )  

Fig. 3- Courbes de comp6tence de cultures 
issues d'inocula vari6s. × dilution IO -1 (ino- 
culum 3' IO7 bact~ries/ml); O dilution lO -2 
(inoculum 3" IO6 bact~ries/ml); /~ dilution 
io 3 (inoculum 3' lO5 bact6ries/ml); • dilu- 
tion IO -4 (inoculum 3' I°4 bact6ries/ml). En 
abscisses, le temps (Age de la culture); en 
ordonn~es, le nombre de transformations 
observ6es par ml de la culture dont on 6tudie 
la comp6tence. (Coordonn~es semi-logarith- 

miques). 

appara t t ra  plus clairement lors de l ' examen des courbes donnan t  la var ia t ion  de la 
comp6tence apr~s di lut ion (voir page 473). Nous admet t rons  que la eomp6tenee peut  
~tre d6termin6e k un  ins t an t  donn6 par  la technique suivante :  

D'une culture (ou de cultures parallbles) des aliquotes sont pr61ev6es au temps t, et tran- 
f6r6es aussit6t dans IO volumes de milieu frais contenant un "exc~s" d'ADN transformant. De 
la DNase est g6n6ralement ajout6e apr~s 2o A 3 ° minutes*, et les suspensions sont incub6es 
pendant une m~me dur6e (I h A I h 3 ° min) entre le contact avec I'ADN et la mise en presence 
de streptomycine. 

Cette technique a 6t6 utilis6e pour  l '6tude de la comp6tence de cultures issues 
d ' inocula  vari~s. On constate que la comp~tence d6crit, au cours de la culture, des 
pics abrupts  comparables ~ ceux que HOTCHKISS a a obtenus  en ut i l i sant  des cultures 
synchronis6es. La Fig. 3 montre  l ' appar i t ion d 'une  premiere (et unique  pour  la 
di lut ion IO -1) vague de comp6tence pour diff6rents inocula. Comme le mon t ren t  les 
Figs. 3 et 4 et le Tableau I, la comp6tence apparai t  d ' a u t a n t  plus rap idement  que 
l ' inoculum est plus 61ev6, sans cependant  que le moment  du premier  m a x i m u m  de 
comp6tence corresponde ~ une densit6 de popula t ion  donn~e;  la droite de la Fig. 4 
n ' a  6v idemment  aucune pr6tent ion explicative. 

Dans la s6rie pr6c6dente d'exp6riences, la mise en contact  des bact6ries avec 

* On d6clenche, par le fair m~me de la dilution, une culture nouvelle qui, elle aussi, aura sa 
p6riode de comp6tence. I1 est possible d'6viter l'obscurcissement des r6sultats par cette comp6- 
tenee secondaire; le moyen le plus simple est d'ajouter de la DNase avant qu'elle ne survienne. 

Bibliographie p. 481. 
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t (rain) 
24~ 

¢80 

60 

I 
i i $0---3 tO'* t0 -a 
Oilution de to culture 

"I'A I}IA£:\ U [ 

T e m p s  dcould entre h' ddbul 
l ) l lu t ion  de la culture I m , c u l u m  { bactdries/ml) d," l~t culture e¢ h: premier 

trot l i m u m  dc compdlencc 

]/4 7.5" Io7 .to rain 
~/8 3.7"io:  45 rain 
l / Jo  3 .o '1o r 50 rain 
r / [6 ] .9" I07 ()o rain 
~/32 9.4" IO6 {)5 rain 
I / [ O 0  3-O" 10 ¢¢ ()0 l l / i l l  
I / I OOO 3.O " 1 0 5  I 4 ° U/il l  
] / lO ,  OOO 3.0" |04  220 l]liI1 

l:ig. 4- l 'osit ion du premier pic de compdtence en function de 
l ' inoculum. En  abscisses, l ' inoculum (exprimd en dilution). En ordonndes, le temps  entre le 

d6but  de la culture et le premier  m a x i m u m  de comp6tence. (Coordonn6es logarithmiques).  

l ' a lbumine  coincide avec le d6but  de la culture (dilution d 'une  culture s ta t ionnaire  
dans du milieu con tenan t  de l 'a lbumine) .  Aussi 
ne permet tent-e l les  pas de voir si le facteur ~" 
essentiel qui d6termine le moment  de l 'appari-  -v 
t ion de la comp6tence est la concentra t ion ~ 
bact~rienne au d@ar t  de la culture on la con- 
centra t ion bact~rienne au moment  de l 'addi t ion ~,0,)0 
de l ' a lbumine.  Quelques exp(wiences prdlimi- 

naires sur l'effet d ' un  retard "t l ' addi t ion  de 30o0 
l ' a lbumine  ont  ~'t6 rdalis6es. L'expdrience dont  
les r6sultats sont repr~sentds par  la Fig. 5, con- 
siste tt met t re  en route une s~rie de cultures 2000 
parall61es dans nn  milieu sans a lhumine  et it 
a jouter  l ' a lbumine,  dans les diff6rents tubes, ] 
avec des retards croissants. On voit que la ~o0o 
comp&tence n ' appara i t  qu 'aprbs une certaine 
dur6e de croissance en pr6sence d 'a lbumine"  
cette dur6e est d ' a u t a n t  moindre que la con- 5o *.20 t (re,a) 

cent ra t ion  bac t&ienne  an moment  de l 'addi-  Irig. 5- Courbes tie compdtence de cul- 
t ion de l ' a lbumine  est plus ('levde. tures parallhles (dilution ro 2) off l'al- 

bumine a ('td ajoutde avec ties re tards  
croissants  par  r appor t  X l 'origine de la 

D~rde moyenne  de la co.mp(',h;~we imfiz ' iduel le  des culture:  • o min;  ,~  3 ° rain ; 0 0o 
bactdries mm;  < oo min. En abscisses, ]e temps  

compt6 5. par t i r  de l 'origine de la cul- 
On peut  se demander  si la dur6e de com- ture. En ordonndcs, le hombre de 

p~tenee individuelle est suflisante pour que les transformations observdes par ml de la 
bact6ries les plus tardives d ' u n e  v a g u e  de c o m -  suspension dont on dtudie la compd- 

t e n c e .  
p6tence acqui~rent la propri&d avan t  qu 'une  
fraction appr6ciable des premi6res bact6ries de la vague ne l 'a ient  d6ja perdue. 5 " i l  

e n  d t a i t  a i n s i ,  l ' in terval le  de temps s@aran t  les ins tants  oh, snr Its branches 
ascendantes  et descendantes  du pic, la comp6tence a t te in t  la moiti6 de sa valeur 
max imum,  serait une mesure de la durde de comp6tence individuelle des bact6ries: 
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6gale, et probablement de peu inffrieure, ~ l'intervalle de 
temps entre les deux points du pic de comp6tence qui 
correspondent ~ la moiti6 de la valeur maximum. L'inter- 
valle est, dans les conditions oh nous avons op6r6, voisin 
de 15 minutes. Cette valeurmaximum concorde avec l'esti- 
mation de I-IoTcHKISS ~ obtenue par des moyens diff6rents. 

100%' 

ces instants seraient, en effet, ceux oh la moiti6 des bact6ries de la vague ont, res- 
pectivement, acquis et perdu la comp6tence. Le fait que la valeur maximum de la 
courbe de comp6tence* soit voisine de la valeur de palier _ 

des courbes cumula t iveS**nos  (Fig. 6)indique que l a m o y e n n e C O n d i - , ~ ' ~ ] l ~  - ' ' - ~ o . ~  ~ 
t i o n  n ' e s t  p a s  l o i n  d ' 4 t r e  r e m p l i e .  I1 s e m b l e  d o n c  q u e ,  "~ 

d a n s  c o n d i t i o n s d ' e x p 6 r i e n e e ,  l a  d u r 6 e  d e  l a  N~ 

c o m p 6 t e n c e  i n d i v i d u e l l e  d e s  b a c t ~ r i e s  s o i t  a u  m a x i m u m  looo 

Elude de la comp#tence apr~s dilution dans du milieu /rais 

Nous avons vu que la dilution d'une culture dans du 
milieu frais parait bloquer momentan4ment l'apparition 
de nouvelles bact6ries compftentes. La comp6tence apr~s 
dilution a 6t6 suivie, gfn6ralement selon la technique 
suivante. 

Une  pa t t i e  d ' u n e  cu l ture  c o n t e n a n t  des bact6r ies  comp6-  
t en t e s  es t  dilu6e dans  du milieu frais  5. la t e m p 6 r a t u r e  voulue,  et  
l ' ensemble  es t  auss i t6 t  r6par t i  d ans  une  s6rie de t ubes  m a i n t e n u s  
5. ce t te  t emp6ra tu re .  Apr6s la dur6e voulue,  on a jou te  I 'ADN 5. 
des  tubes ,  qui  son t  auss i t6 t ,  s'il y 5. lieu, t ransf6r6s  5. 37 °. 

A u x  t e m p 6 r a t u r e s  s u f f i s a m m e n t  basses,  il n ' y  a a p p a r e m m e n t  

x 

100 8 95 105 t (rain) 

Fig. 6. Courbes  de comp6-  
t e n c e (  x ) c u m u l a t i v e  et  (O) 
non  c u m u l a t i v e  (voir t ex t e  
p. 47o-47I) .  E n  absciss6s, le 
t e m p s  compt6  5. pa r t i r  de 
l 'or igine de la cul ture .  En  
ordonn6es ,  le n o m b r e  de 
t r a n s f o r m a t i o n s  observ6es 
pa r  ml  de la cu l tu re  don t  on 
6tudie  la comp6tence.  (Co- 
ordonn6es  semi- logar i thmi-  

ques).  

pas  de r6act ion en t re  les bact6r ies  et  I 'ADN, et  on ob t i en t  alors les m6mes  r6sul ta ts ,  que  I 'ADN 
soit  a jout6  5. la fin du  re f ro id i s sement  ou au 
d6but .  I1 n ' e n  est  pas  de m 6 m e  a u x  t emp6ra -  
tu res  p lus  61ev6es. 

Les  cu l tu res  util is6es pour  ces exp6rien-  
ces p a r t a i e n t  d ' i nocu la  Io -1 ou IO 2, avec  des 
dur6es  var iables  d ' i ncuba t i on ;  ces va r i a t ions  
des condi t ions  pa ra i s sen t  avoir  peu  d ' inf luence 
sur  les courbes  d o n n a n t  la d6croissance de la 
comp4tence.  

10 20 30 t (rain) 

~OO/o i 

Fig. 7. Chu te  de la comp6tence  apr6s di lu t ion 
duns  du mil ieu f r a i s /X  5. 37°;  • 5. 25°;  × 5. I I ° ;  
O & 2°. E n  abscisses,  le t emps ,  compt6  & par t i r  
de la di lut ion.  E n  ordonn6es ,  les bact6r ies  com-  
p6tentes ,  expr im6es  en % de la va leur  initiale. 

(Coordonn6es  semi- logar i thmiques) .  

* ob t enue  pa r  la t e chn ique  (d) (p. 471)- 

La Fig. 7 montre la chute de la 
comp6rence en fonction du temps apr6s 
la dilution, & quatre temp6ratures dif- 
f6rentes (37 °, 25 °, II  ° et 2 ° C). Denx 

trois minutes apr6s la dilution (37 °, 
25 ° ) ou m~me d6s le moment de la 
dilution (II o, 20), la d6croissance de la 
c o m p 6 t e n e e  e s t  e x p o n e n t i e l l e .  O n  p e u t  

l a  r e p r 6 s e n t e r , / o r m e l l e m e n t ,  c o m m e  u n e  

** ob tenues  pa r  les t e chn i ques  (a) ou (b) (page 47 o) ou encore,  c o m m e  c ' e s t  le cas  pour  l 'ex-  
p6rieuce represent6e  pa r  la Fig. 6, en m e t t a n t  I 'ADN d6s le d6bu t  de la cu l tu re  et  en  i n t e r r o m p a n t  
au  t e m p s  t l ' appa r i t i on  de nouvel les  bact6r ies  comp6 ten t e s  pa r  la d i lu t ion  d ' u n e  a l iquote  de la 
cu l ture  duns  du  mil ieu frais ( con t enan t  6ga l emen t  u n  exc6s d ' A D N  pou r  que  la concen t r a t i on  
finale de I 'ADN soi t  la m 4 m e  que  dans  l ' exp6r ience  men6e  paral l61ement  pa r  la t e chn ique  (d)). 
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kl 

0.1 

0.05 

0.0~ 
3.f 

rdaction monomol4cnlaire (bact6ries comp(~tentes, 13C . . . .  ÷ baet(Ties awmt pt'rdu 

,,q 

3.'2 13 3.',, 3.5 - 3.~ 4 . ,0  ~ 

Fig .  8. C o n s t a n t e s  k t ( d 6 d u i t e s  de  la p a r t i e  
l in6a i re  des  c o u r b e s  de  la  F ig .  7 e t  d ' a u t r e s  
e x p 6 r i e n c e s  de  ce t y p e )  en fonc t ion  de  
l ' i n v e r s e  de  la  t e m p d r a t u r e  ubso lue .  (Co- 

o r d o n n d e s  s e m i - l o g a r i t h  m i q u e s ) .  

la compdtence) : 

d [I~C i 
- -  d !  ~= hi ! I ~ C !  q J '  

Quelle que soit la signification de cettc 
forme, nous pensons qu'il est utile, dans une 
¢:tude cin6tique des rdactions entre bac%ries 
compdtentes et ADN transformant, de pos- 
s6der un syst~:me ob le nombre des bactdries 
comp(~tentes varie de mani6re simple en fonc- 
tion du temps. 

T A B I . E : \ I  r II 

Tempdrl~t l trc  g (2) /,t ( [ ° ~ ,  mIJI i ,  

2 o . o  5 

1 I I I . ( ) S  3 

2.5 (/. I :; 

3 7 ~ ~. ~ :; 

Les constantes k l ,  dfiduites, aux diff~rentes temperatures, de la partie lin~aire 
des eourbes de la Fig. 7, sont reproduites, k titre documentaire, dans le Tableau II. 
Signalons que ces valeurs satisfont raisonnablement it la relation lin(~aire usuelle entre 
le logarithme d'une eonstante de vitesse et l'inverse de la temp(-rature absolue 
(Fig. 8). Le Qlo est voisin de 1.7. 

R2actions entre les bactdries comp2lentes et l'A D N  tra,ns/orman, t 

Comme nous l'avons remarqu6 plus haut, l'une des difficult6s d'une telle ('tude 
r6side dans le fait que la concentration des bactdries eompdtentes varie, non seulement 
du fait de la r6action k 6tudier elle-m~me, mais aussi ind@endamment de la pr6sence 
de I 'ADN transformant (variations de la eomp6tence de la culture). La connaissanee 
des effets de la dilution dans du milieu frais permet de simplifier consid6rablement 
les conditions. En effet, nous pouvons ajouter I 'ADN k partir de 2 ou 3 minutes apr£~s 
la dilution dans du milieu frais et choisir le moment de l'addition de I 'ADN comme 
instant initial. A c e  moment:  

(I) il n 'apparait  plus, momentan6ment, de nouvelles bactdries comp6tentes. 
(2) le nombre des bact6ries comp6tentes dfcroit en fonction du temps selon 

l'6quation (I). 
(3) les rdactions entre les bactfries comp6tentes et I 'ADN sont raises en route. 
On peut formuler le schema: 

. . . . . . .  - +  T r  

I ---2J 
d i l u t i o n  d a n s  x., 
du  m i l i e u  f r a i s  -~ B '  

(B: b a c t 6 r i e s ;  BC:  b a c t 6 r i e s  c o m p d t e n t e s ;  B ' :  b a c t 6 r i e s  a y a n t  p e r d u  la c o m p d t e n c e  a v a n t  d ' a v o i r  
p u  r4ag i r  a v e c  I ' A D N  t r a n s f o r m a n t ;  T r :  b a c t 6 r i e s  t r ans fo rm( ' e s ) .  
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Ce schema exprime que les bact6ries comp6tentes, d~s l'addition de I 'ADN 
transformant, suivent deux r~actions s i m u l t a n 6 e s -  soit la r6action avec I'ADN 
transformant, soit la perte de la comp6tence avant d'avoir pu r6agir avec I 'ADN 
transformant; une seule de ces r6actions peut conduire ~ la formation de bact6ries 
transform6es. On peut penser que la fraction des bact6ries comp6tentes qui se trans- 
forment d~pend de la vitesse relative de ces deux r6actions, et que l'effet de la 
concentration en ADN sur le pourcentage des bact6ries comp6tentes qui se trans- 
forment r6sulte de la d6pendance de la vitesse de la r6action (2) vis ~ vis de la concen- 
tration en ADN. S'il en est bien ainsi, on peut espdrer Erer, de la relation qui lie la 
concentration des bactdries trans/orm~es ~ la concentration de I 'ADN trans/ormant, des 
remeignements sur la cindtique des premiers stades de la rdaction entre les bactdries 
comp~tentes et I 'ADN. 

Des aliquotes d 'une suspension de bact6ries dont  la comp6tence est en chute exponentielle 
sont  additionn6es de diverses concentrat ions  d 'ADN t ransformant .  On ajoute de la DNase apr~s 
20 ~, 3 ° min (voir la note, page 471). Une incubat ion de I h 15 rain ~, I h 3 ° min /~ 37 ° s6pare 
l 'addit ion de I 'ADN de la raise en contact  a v e c l a  s t reptomycine  sur milieu solide. 

Dans ces conditions, le nombre des ¢r~Ix~oo 
bact~ries transform6es d6crit, en fonction~00~ 
de la concentration de I'ADN, la courbe de 
la Fig. 9- Lin6aire aux faibles concentrations 
d'ADN, cette courbe se termine en palier 
au× concentrations 61ev6es. La m~me forme 
a 6t6 obtenue par STOCKER, KRAUSS ET 
MCLEOD 6. Exprim6e en % du nombre maxi- 
mum de transformations, la courbe paralt 
fixe, c'est k dire que, dans un milieu donn6 
et pour une pr6paration donn6e d'ADN, une 
concentration donn6e d 'ADN transforme un 
pourcentage donn6 du nombre maximum des 
bact6ries transformables. La concentration 
qui transforme la moiti6 du nombre total de 
bact6ries transformables est, dans cette s6rie 
d'exp6riences, voisine de 0.05/~g/ml, ind6- 
pendamment, semble-t-il, de la concentration 
des bact6ries comp6tentes. 

Cette situation peut ~tre interpr6t6e 
partir des deux hypotheses suivantes: 

(I) La r~alisation d'une transformation 
a pour point de d6part une rencontre efficace 
entre une bact~rie comp6tente et une particule 
dou6e d'activit6 transformante, le terme 
"rencontre" 6tant pris ici dans un sens aussi 
large que possible (adsorption, p6n6tration, 
contact avec un r6cepteur donn6 ?). 

Si cette premiere hypoth~se est justifi6e, 

1o% 

1% 

50 5 0.5 0.05 0.005 0.0005 0.00005 
CAD N (.#g/ml ) 

Fig. 9. En abscisses, la concentration de 
I 'ADN t rans formant .  En ordonn~es, la 
fr6quence de la t ransformat ion,  exprim~e 
en % de la valeur max imum.  La courbe 
trac6e repr6sent  l '6quation:  

[ADN] 
[Tr~ = [BC]0 kl/k2 + [ADN]" 

avec hx/k z = 0.05 /~g ADN/ml.  (Coordon- 
n6es logarithmiques).  

on pent traiter la r6action entre les bact6ries comp6tentes et I 'ADN transformant 
comme une r6action biparticulaire: 
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I3C - , \ D N  - I3IAI)N l * . . . . . . .  - bac t6y ics  ti-&llS[c)rl/ltiCs 

( B - A D N  1 r e p r d s e n t e  lc p r e m i e r  p r o d u i t  ([e la  r d a c t i ( m ;  les b a c t d r i c s  qui  en s o n t  au  m o i n s  uu 
M a d e  13-ADN l s e r o n t  r e p r d s e n t d e s  p a r  B - A D N )  

et l 'on peut  6c r i r e  
d [ B - A I ) N ]  

t~t = G [M)N] {BC] 6') 

(2) Que I 'ADN soit ou non "en excbs", ]a concentrat ion des particules trans- 
formantes  dans le milieu est suffisante, dans nos conditions de travail,  pour que l'on 
puisse la consid~rer comme eonstante au cours de la r~action avec les bact~ries com- 
p6tentes. Cette hypo th&e  a fit6 introduite parce qu'elle simplifie, ainsi que nous le 
verrons, consid6rablement les dfiveloppements. Elle est rendue raisonnable par  le fait 
que le nombre de particules d ' A D N  dans le milieu est toujours,  de tr6s loin, plus 
riley6 que le nombre des bactfiries transformfies: le rappor t  est, dans les meilleures 
conditions, de l 'ordre de zo ~ dans nos expfiriences et de l 'ordre de zo a dans des 
e x p d r i e n c e s  d e  Z A M E N H O F ,  A L E X A N D E R  ET L E I D Y  8 s u r  Hemophilus. 

Si (hypotht~se 2) la concentra t ion en ADN dans le milieu pent  ~tre consid6r6e 
comme constante an tours  des r6actions, on pent  (,crire (? tout moment, en tenant  
compte  des dquations (r) et (2)" 

[ B - A D N ]  k. 2 jAr )N]  LBCJ /% [ , \ D N  i [13-ADN] k e [ANN]  

i ~K~¢] . . . .  ~ t  [ } : ~  . . . .  ]~'1 " OU ~ t ]  [. [l~ : \ ] )N]  ~1 [- k2 [:~DN] 

Comme [B-ADN] tend vers le nombre  de t ransformations observdes/ml, [Tr], 
et  que [B'] + [B-ADN] tend vers la concentrat ion initiale des bactdries compgtentes 
[BC) o, ou a, (? l'issue de l'cxpdrience, 

[ , \DN] 
[Tr] = [mC]o 7~,#~ ~: [. \0~']- (3} 

Cette relation, liant la concentrat ion des bact('ries transform~es k ta concen- 
tration de I 'ADN t ransformant  darts le milieu et k la concentrat ion des bact~ries 
comp~tentes au moment  de la dilution dans le milieu frais contenant  I 'ADN, a l e s  
caract~ristiques suivantes : 

(z) aux faibles concentrat ions en ADN ([ADN] <~ hl/k2), le nombre  des trans- 
formations est proport ionnel  k la concentrat ion de I 'ADN et des bactdries compfi- 
tentes. 

(2) aux fortes concentrat ions en ADN (,ADN] >~ kl//%), le nombre des trans- 
formations est sensiblement ~gal au nombre  des bac%ries compdtentes (voir re- 
marque (2), page 47o). 

(3) la concentrat ion d ' A D N  qui t ransforme un pourcentage donnfi du nombre  
max imum de bat ter ies  t ransformables est une constante ;  en particulier, la concen- 
t rat ion en ADN qui t ransforme la moiti~ des bact~ries compfitentes est numfirique- 
ment  ~gale au rappor t  kl/k2 des constantes de vitesse des deux rfiactions simultan~es. 

On voit  que ces carac%ristiques rendent  compte des r~sultats exp~rimentaux 
exposes plus haut"  la courbe trac~e h la Fig. 9 repr~sente l 'fiquation (3) avec, pour  
valeur num~rique de h~/k,, la concentrat ion en ADN qui t ransforme la moitifi des 
bact~ries compdtentes.  Poursuivant  les consequences du raisonnement,  nous ad- 
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mettrons que la d6termination exp4rimentale de la concentration en ADN transfer- 
mant  la moiti6 des bact4ries comp6- 
tentes fournit effectivement la valeur 
num6rique de kl/k2. Comme les 
valeurs de k 1 sent connues (Tableau 
II), on peut calculer les (valeurs de 
k2* et, de l&, construire des courbes 
de r6action entre les bact4ries comp6- 
tentes et I 'ADN transformant.  Ces 
courbes** ont 6t6 tracfes (Fig. IO) (en 
utilisant les constantes k 1 et k 2 ob- 
serv~es, dans notre milieu, pour une 
temp4rature de 37 °) pour deux con- 
centrations d 'ADN : [ADNI =o.5/zg/  
ml (courbe a) et [ADN!-* o (courbe b). 

, ~  [8-not4 . , , , , ,  

/0 t (mi,:,) 

Fig. IO. Courbes  calcuMes pou r  la v i tesse  de for- 
m a t i o n  du complexe  B - A D N .  (a) [ADN] = 0. 5 
/ tg /ml ;  (b) [ADN] - -+  o. E n  abscisses,  le t emps .  
E n  ordonn6es,  les complexe  B-ADN,  en % du 

n o m b r e  final. 

I00 % 

0% 

Etude des e~ets de la ddsoxyribonuclOase 

Apr~s avoir dilu6 des bact6ries comp4tentes dans du milieu frais contenant 
I 'ADN transformant,  on peut suivre, en fonction du temps, l'effet de l 'addition de 
DNase sur le nombre final des transformations. On obtient, en portant  le nombre 

/ /  
JU 

/ /  

Fig. i I. Compara i son ,  ~ 37 ° (courbe a) e t  
25 ° (courbe b) de la pe r te  de la comp4 tence  
et  du d4ve loppem en t  de l ' insensibi l i t4  ~ la 
DNase .  En  abscisses,  le t e m p s  compt6  ~ pa r t i r  
du  r ep iquage  dans  du mil ieu frais  c o n t e n a n t  
( × ,  + )  ou non ( 0 ,  O)  du DNA.  E n  ordon-  
n4es, les bact4r ies  a y a n t  mis  leur A D N  t r ans -  
f o r m a n t  ~ l ' abr i  de la DNase  ( × ,  + )  ou les 
bact4r ies  a y a n t  pe rdu  la comp6tence  ( O, © ), 
en  % du n o m b r e  m a x i m u m  de t r ans fo r -  

ma t ions .  

de transformations en fonction du temps 
d'addition de la DNase, des courbes sig- 
moides. On pourrait, c o m m e  STOCKER, 

KRAUSS ET MC LEOD 6, expliquer ainsi cette 
forme: l 'une des phases de la transfor- 
mation serait la formation d 'un complexe 
r6sistant ~ la DNase, dent la vitesse de 
formation serait limit~e par  denx r~actions 
cons6cutives. Dans ce cas notre "corn 
plexe" B-ADN 1, encore sensible & la 
DNase, serait le chalnon interm6diaire. 

Les r6sultats exprim6s par la Fig. 
I I  sugg~rent cependant une autre inter- 
pr6tation. Ces donn6es montrent  qu'apr~s 
dilution dans du milieu/rais, lYtablissement 
de l'indi~rence vis ~ vis de la DNase se 
superpose d~ la disparition de la compdtence ; 
en d'autres termes, le pourcentage des 
futures bact6ries transform4es qui ont d4ja 

* k 1 est  expr im6 en min-1 ;  ks, f au te  de ce r t i tude  conce rnan t  la concen t r a t ion  r6elle des par t i -  
cules  t r a n s f o r m a n t e s ,  es t  expr im6 en (#g d ' ADN)  -1- ml .  min  -1, et  kl/k2, en /~g  d ' A D N / m l .  

A 37 ° et  d a n s  le mil ieu utilis6, k 1 = O.3a (nlin -1) et  k l / k  2 ~ 0.05 (#g/ml) &off k s = 6.6 
(/zg -x.  ml .  min-1).  

** de la fo rme:  
[ADN] { + k 2 [ADN]) t I 

[B-ADN] = [BC]0 kl.lkz + [ADN] . 1 - - e  -(km [ 

ou [B-ADN] = [Tr] { z - - e  - ( k '  -I k s [ADN]) / }  
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mis k l'abri de la I)Nase I'A1)N n6cessaire b~ leur transformation ('st. it tout momt,t~t. 
6gal au poureentage des bactdries initialement compdtentes qui ont perdu la con/t~(,- 
tence. I1 paralt douteux que la coincidence, d/deux tempdratures (37 et 25':') .t  d;ms 
une s6rie d'expdrienees, des courbes reprdsentatives des deux phdnombm,s, soit l~r- 
tuite. Une interprdtation de ces expdriences est donm:e au tours (It, la discussi~)n. 

I>ISCUSSION 

Etude descriptive de Ia cornp~ten.cc 

Une discussion (~tendue de ce premier groupe dc rdsultats parait prdlnatur(,c. 
Dans nos conditions de travail, la comp6tence d6crit, selon l'inoculum, unc ou 
plusieurs vagues comparables ~t celles ddcrites par HOTCHI<ISS a darts le cas de cultures 
synchronis6es. HOTCHKISS suppose que la comp6tence est li& it uu stade de la 
division cellulaire, le comportement cyclique de la comp6tences s>xpliquant d~,s lots 
par une synchronisation des divisions celhllaires. ('ette hypotht, se peut fournir tint' 
interpr6tation de certains points du prdsent travail. Elle parait, par contre, ass~,z 
difficilement conciliable avec d'autres observations: c'est ainsi qu'il semble possibh, 
de d@lacer la position des pies de comp6tence de machete CO~l.timtL~, par rapport au 
d6but de la culture, en agissant soil snr l'inocnlum, soit sur le moment de l'addition 
de l'albumine. 

Competence et i~z, teractions bact~ries ~ A D N  lrans/orma~# 

Peut-~tre l'interpr6tation des r('sultats dont la Fig. rI  donne un exemple est-elh' 
moins pr6matur6e. Deux ph6nomhnes qui, jusqu'ici, ne paraissaient pr6senter (lUC 
des rapports lointains, apparaissent eomme 6troitement lig~.s. Le premier est la chute 
de la comp6tence d'une culture apr~s dilution dans du milieu frais; rappelons que 
ce processus a 6t6 6tudi6 en pr61evant, k intervalles, des aliquotes de la suspension 
(qui ne contient pas d 'ADN transformant) et en les mettant en contact, h 37 ,  av~'e 
FADN "en exc6s". Le second ptl6nom~ne est la protection progressive de PADN 
transformant vis ~ vis de Faction de la DNase, apr~s r6action de cet ADN avec des 
bactdries comp6tentes ; ce proeessus a 6t6 suivi en diluant une culture dans du milieu 
frais contenant, cette fois, de I 'ADN transformant, et en mettant, k intervalles, des 
aliquotes en pr6sence de DNase. Si l'on songe que ces deux ph6nom~'nes se superposent 
dans le temps et que l'un d'eux, la perte de la comp6tence, est ind@endant de la 
pr6sence de I 'ADN transformant, il devient douteux que le second concerne directe- 
ment l'int6gration de cet ADN dans une structure de la bact6rie. Une interpr6tation 
assez plausible serait la suivante. La eomp6tence se manifesterait par une perm(,a- 
bilit6 particuli~re de la bact6rie; dans eet 6tat, elle pourrait absorber, non seulement 
I 'ADN transformant, mais aussi des mol6eules- ~d'ailleurs bien plus petites 
comme celles de la DNase. La perte de cette propri6t6 par un hombre croissant de 
bact6ries au cours du temps se manifesterait clans les deux types d'exp6riences. Dans 
les premieres, un nombre d6croissant de bact6ries pourrait laisser p6n6trer I 'ADN 
(nombre croissant de bact6ries ayant perdu la comp6tenee); dans le second groupe 
d'exp6riences, oh I 'ADN transformant est pr6sent dSs le moment de la dilution clans 
le milieu frais, un nombre croissant, des bact6ries ayant absorb6 I 'ADN transformant, 
deviendrait imperm6able ~ la DNase. 

Certaines hypoth~'ses ont (~t6 d6velopp6es plus haut pour rendre comt)te de la 
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relation entre la fr6quence de la transformation et la concentration en ADN trans- 
formant. L'interpr6tation de la comp6tence qui vient d'etre propos6e permet de con- 
cr~tiser quelque pen ces hypotheses, et l'on en arrive ~ l 'image suivante. 

An cours de la croissance dans un milieu appropri6, des bact6ries traversent 
une p6riode de l 'ordre de 15 minutes - -  p6riode de comp6tence - -  au cours de laquelle 
elles peuvent absorber de grosses mol6cules, et notamment  de I 'ADN et de la DNase 
exog~nes. Une transformation peut r6sulter de la p6n6tration d'une mol6cule d 'ADN 
transformant dans la bact6rie; la fr6quence de cet 6v6n6ment r6sulte de la com- 
p6tition entre deux "r6actions" simultan6es: (I) la perte de la comp6tence, qui 
emp~che la p6n6tration de I 'ADN et (2) la p6n6tration de I 'ADN dans la bact6rie, 
ph6nom~ne dont la vitesse est proportionnelle k la concentration des bact6ries com- 
p6tentes et ~ celle de I'ADN. 

Un tel schema soul~ve cependant certaines difficult6s. Si l 'on identifie la r6action 
primaire (BC + ADN--+  B-ADN1) avec la p6n6tration de I 'ADN dans la bact6rie, 
on peut avoir tendance ~ se repr6senter cette p6n6tration comme un ph6nom~ne 
relativement simple, et peut-~tre passif de la part  de la bact6rie. Or cette rue  est 
contredite par le fait qu'~ des temp6ratures telles que I I  ° ou 2 ° C, auxquelles la perte 
de comp6tence est ralentie mais reste facilement mesurable, les r6actions entre les 
bact6ries comp6tentes et I 'ADN ne progressent nullement. Nous serions tent6 de 
consid6rer la p6n6tration de I 'ADN transformant dans les bact6ries comp6tentes 
comme un acte complexe, rendu comparable, ]ormellement, ~ une r6action biparticu- 
laire, par le simple fait que la probabilit6 de la r6ussite est proportionnelle h la concen- 
tration des bact6ries comp6tentes et, dans certaines limites, ~ la concentration de 
]'ADN. 

La situation de I 'ADN transformant apr~s sa p6n6tration dans la cellule bac- 
t6rienne nous apparalt,  ~ l'issne de ce travail, analogue ~ celle de I 'ADN viral apr~s 
son "injection" dans la bact6rie (HERSHEyn). Dans les deux cas, I 'ADN est, au d6but 
du moins, ~ l '6tat libre plut6t que sous la forme de l'un ou l 'antre complexe. I1 peut 
~tre attaqu6 par la DNase, ~ condition que la bact6rie soit perm6abilis6e; dans 
l '6tude des phages du Coli, ce r6sultat peut 6tre obtenu en tuant  les bact6ries par 
la chaleur; dans le cas de la transformation, cette perm6abilit6 ~ la DNase paralt  
li6e £ la comp6tence. La transformation a fit6 compar6e ~ la lysog6nisation (LwoFF, 
KAPLAN ET RITZg; LARK ET MAALDEI°). LARK ET MAALOE pensent cependant que 
le m6canisme de l'int6gration doit ~tre fondamentalement diff6rent, parce que la 
fr6quence de lysog6nisation varie apparemment selon le nombre des noyaux par 
bact6rie, ind6pendamment du stade de la division, alors que, selon HOTCHKISS 3, la 
transformation n'est  possible qu'~ une p6riode d6finie de la division cellulaire. I1 ne 
nous parait  pas obligatoire d' invoquer une diff6rence profonde dans les mfcanismes 
d'int6gration de I 'ADN pour expliquer cette divergence ; on ponrrait l 'at tr ibuer plut6t 

des diff6rences, tr6s apparentes mais g6n~tiquement parlant moins fondamentales, 
entre la transformation et la lysog6nisation. La premi6re de ces diff6rences est que, 
contrairement au phage, I 'ADN transformant ne comporte pas de m6canisme d'in- 
jection du mat6riel g6n6tique clans la bact6rie; la seconde est que, contrairement 
la transformation, dont l'6chec n 'a  sans doute pas de cons6quences fatales, la lyso- 
g6nisation doit r6ussir pour que la bact6rie 6chappe aux processus menant h la lyse. 
La fr6quence de la r6ussite serait donc limit6e, dans les ph6nom~nes de transformation 
et de lysog6nisation, h des niveanx diff~rents; l '6tape limitant principalement la 
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fr6quence de lysog6nisation serait, solon LARK ET M_\.\LOI~;, la rencontre entr~' tmc 
particule inff 'ctante et un noyau,  alors que la frdquence de t ransformation serait 
sur tout  limit(,e par la pdndtration n / 'me  de I 'AI)N dans la bact(,rie. ('(wi dit, It, 
m('canisme de l ' intdgration gdn('tique t)eut 6tre fondamenta lement  h' m£,mt,. 

En ce qui concerne l ' intdgration de I 'ADN dtranger dans h! g6nome bactdrien, 
la contribution de ce travail  se borne it l'idde que la raise h l'abri oh, I ' : \ I )N trans- 
formant  vis it vis de la I)Nase n'cs[ pas un stade de cette intdKration. Sil  apt)arait 
que  la t ransformation,  comme k's autres transferts gdng'tiques, comporte h' remplace- 
ment,  par I 'AI)N exogbne, d 'nn  dl6ment homologue du g('nome bactdrien (voir 
EPHRUSsI-T.\YI.OR'~), on ne sait rien de prdcis sur le moment  oh cettc int6gration sc 
produit .  Des courbes telles que eelle de la Fig. I posent, "tcet 6gard, t)lus de Iwobh"mes 
qu'elles n 'en rdsolvent, l.e dt:lai de l 'expression phdnotypique t)ourrait 6videmment,  
~tre du it la ndcessit6 de l 'aecumulat ion (tu systSme enzymati<luC permet tau t  l>x- 
pression du caractbre nouveau;  mais il se pourrai t  aussi que des questions de domi- 
nances interviennent  et qu 'une division cellulaire (ou dawmtage)  soit ndcessairc. La 
latence de la nmltiplication des unitds donnant  naissance k des colonies tmnsform('es 
parai t  moins claire encore: cette latence pourrai t  provenir  d 'un r&,l arr('t momentand 
de la division des bactdries transform6es ou de ce que les premiSres divisions sent 
masqu6es par  la formation de chaines. I1 se pourrai t  aussi, cependant,  title les bac- 
t6ries transform6es eontinuent  "t se diviser normalement  sans (lue • ;tit ddlmt du 
moins - le  materiel gdndtique qui ddtermine le caract~re nouveau soit multipli('. 
En effet, rien ne permet,  it l 'heurc actuelle, d 'a t~rmer que l ' int~gration gdndtiqne soit 
une  condition pr6alable "t l 'expression ph(~notipique. On peut  songer ici au phdnomSne 
de t ransduct ion "abort ive" ,  si 61(~gamment mis en dvidence par STt)t:NI~;R12: llll carae- 
t~re transduit  s 'exprime alors mSme que le gSne correspondant  ne parait  pas sT'tre 
intdgr6 dans le g6nome de la bact~rie et qu'i l  ne peut Otre multipli& Quoiqu'il  en 
soit, on petit supposer que l ' intdgration tie I 'AI)N t ransformant  dans le gdnome d 'une  
bact6rie est, en g6n6ral, postdrieure au moment  oh eette bact6rie perd la comp6tence. 
En  effet, si I ' A D N  inl@rd est protigd de la DNase, tree intdgration ant~;rieure it la 
perte de la comp6tenee entralnerait  un ddcalage - qni n 'a  pas 6td observ(' - entre 
le d6veloppement de l'insensibilit6 it Faction de la 1)Nase et la perte de la compdtence. 

R E M E R C I E M E N T S  

N o u s  r e m e r e i o n s  de  t o u t  coeur  M a d a m e  H.  EPHRUSSI-TAYLOR, qui  n o u s  a gu id6  
d a n s  le  d o m a i n e  de  la g 6 n ~ t i q u e  b a c t 6 r i e n n e ,  e t  M o n s i e u r  le  P r o f e s s e u r  B.  EPHRUSSI, 
qui  n o u s  a accue i l l i  d a n s  s o n  l a b o r a t o i r e  e t  n o u s  a g r a n d e m e n t  a id6 par  sa  c r i t i q u e  
c o n s t r u c t i v e .  Mess i eurs  les  P r o f e s s e u r s  BRACHET, JEENER ET Cm~NTRENNE o n t  b i en  
v o u l u  l ire le m a n u s e r i t  de  ce t r a v a i l  e t  n o u s  leur d e v o n s  u n e  s6rie d ' u t i l e s  s u g g e s t i o n s .  

Nos r6sultats s'expliquent si l'on admet: 
(I) qu'au cours de la croissance dans un milieu appropri6 des pneumocoques traversent une 

p6riode d'une durde moyenne de 15 minutes ou moins  ("comp6tence") pendant laquelle ils peuvent 
absorber diverses grosses mol6cules, dent l'acide d6soxyribonucldique (ADN) et la d6soxv- 
ribonucl6ase (DNase). 
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(2) que  la t r a n s f o r m a t i o n  peut r6sul ter  de la p6n4t ra t ion  dans  une  bact6r ie  c o m p 6 t e n t e  
d'une par t ieu le  d ' A D N  vec t eu r  du  caract~re  nouveau .  

(3) que  I 'ADN t r a n s f o r m a n t  reste,  m o m e n t a n 6 m e n t ,  accessible /~ la DNase  m 4 m e  apr6s sa  
p6n6t ra t ion  dans  la baet6r ie  eomp6 t en t e ;  la p ro tec t ion  de I 'ADN t r a n s f o r m a n t ,  absorb6 pa r  u n e  
bact6rie,  vis ~ vis  de la DNase  exog6ne, su rv i en t  lorsque cet te  bact6r ie  a pe rdu  la comp6tence  
(donc la perm6abi l i t4  a u x  grosses mol6cules) et p r o b a b l e m e n t  a v a n t  l ' in t6gra t ion  de I 'ADN 
t r a n s f o r m a n t  dans  le g6nome bact4rien.  

S U M M A R Y  

Our  resu l t s  can  be expla ined  if the  following a s s u m p t i o n s  are m a d e :  
(I) t h a t  du r ing  the i r  g rowth  in an  appropr ia t e  m e d i u m  pneumococc i  go t h r o u g h  a period 

of a b o u t  15 m i n u t e s  or less ( "compe tence" )  du r ing  which  t h e y  are able to absorb  var ious  large  
molecules  such  as desoxyr ibonuc le ic  acid (DNA) and  desoxyr ibonuc lease  (DNase).  

(2) t h a t  t he  t r a n s f o r m a t i o n  m a y  be p roduced  by  t he  pene t r a t i on  into a " c o m p e t e n t "  bac-  
t e r i um of one par t ic le  of D N A  ca r ry ing  the  new character .  

(3) t h a t  t he  t r a n s f o r m i n g  D N A  s t ays  accessible for a t ime  to the  D N a s e  even  af ter  i t s  
en t r ance  into the  " c o m p e t e n t "  bac te r ium.  The  t r a n s f o r m i n g  D N A  absorbed  by  the  bac t e r i um 
is p ro tec ted  aga ins t  t he  ac t ion  of the  exogenous  DNase  when  t he  b a c t e r i u m  has  lost  i ts  " com-  
pe t ence"  (i.e. i ts pe rmeab i l i ty  to large molecules) and  p robab ly  before the  in tegra t ion  of t he  
t r a n s f o r m i n g  D N A  into the  bacter ia l  genome.  

Z U S A M M E N F A S S U N G  

Unsere  Ergebnisse  k 6 n n e n  durch  folgende A n n a h m e n  erkl/irt  werden :  
(I) V~r~hrend ihres ~Tachs tumes  auf  e n t s p r e c h e n d e m  Med ium durch l au fen  P n e u m o k o k k e n  

eine du rchschn i t t l i ch  15 M i n u t e n  oder  weniger d a u e r n d e  Per iode ("Kompetenz") ,  w~thrend welcher  
sic ve r sch iedene  grosse  Molekfile absorb ie ren  k6nnen,  wie Desoxyr ibonukle ins /~ure  (DNS) und  
Desoxy r ibonuk l ea se  (DNase).  

2. Die U m w a n d l u n g  hann du rch  das  E ind r ingen  eines DNS-Par t ike l s ,  als Tr~ger  der neuen  
E igenschaf t ,  in das  Inne re  einer  ]Dakterie v e r u r s a c h t  werden.  

(3) Die fiir die U m w a n d l u n g  ve ran twor t l i che  D E S  bleibt  vorliiufig, sogar  nach  ih rem Ein-  
d r ingen  ins Inne re  der  k o m p e t e n t e n  ]Dakterie, der DNase  zug~inglich. Die u m w a n d e l n d e ,  durch  
die ]Dakterie absorbier te  D E S  wird erst,  wenn  diese ]3akterie ihrer  K o m p e t e n z  ver lus t ig  gegangene  
ist, (d.h. ihrer  Durchl~issigkeit  gegent iber  grosse Molektile) gegen die W i r k u n g  der exogenen  
DNase  geschi i tz t .  Dies gesch ieh t  wahrsche in l ich  vor  der In t eg r i e rung  der  fiir die U m w a n d l u n g  
ve ran twor t l i chen  DNS in das  Genom der  Bakter ie .  
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