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SUMMARY 

Oxido-reduc t ion  react ions on the level o f  cy top lasmic  membranes  and  mesosomes o f  Baci l -  

lus sub t i l i s  

The location of oxido-reduction sites detectable by means of potassium tellurite 
has been studied in Bac i l l u s  subti l is .  This salt deposits in the form of needles clearly 
visible under electron microscopy. Their number and size depend on the substrate 
and are proportional to the respiratory measurements. These needles are exclusively 
located on the cytoplasmic membrane and never inside the mesosomes, Their location 
remains the same during protoplast formation and mesosome uncoiling. This indicates 
that the methods used in protoplast formation which lead to the separation of meso- 
somes and cytoplasmic membranes do not produce important changes in the location 
of respiratory enzymes. 

INTRODUCTION 

Depuis la d6couverte d'importantes invaginations membranaires chez les bac- 
t~ries Gram positif d6sign6es sous le nom de m6sosomes, des recherches ont 6t~ faites 
pour savoir si ces organelles, localis6s dans des endroits de la cellule off, apparemment, 
les besoins 6nerg~tiques sont importants 1-3 sont le si~ge pr~f~rentiel de ph6nom~nes 
d'oxydo-r6duction. 

Les essais de localisation des sites d'oxydo-r6duction au microscope 61ectronique 
ont 6t~ rafts en utilisant le tellurite de potassium et des sels de t6trazolium. Les 
r6sultats de ces 6tudes cytochimiques, r6sum6s dans le Tableau I, montrent que les 
ph6nom~nes d'oxydo-r6duction se situent aussi bien dans la membrane cytoplasmique 
que darts les m6sosomes. Toutefois, on constate une localisation pr@ond6rante de 
ces sites, soft dans les membranes cytoplasmiques, soft dans les m6sosomes, selon le 
r6actif utilis6 et parfois m~me, pour un m~me r6actif, selon les auteurs. Ainsi, les sels 
de t6trazolium se d6posent en abondance sur les membranes m6sosomiques et parfois 
sur certaines portions de la membrane cytoplasmique. En revanche, les diff6rents 
auteurs ayant utilis6 le tellurite de potassium ont observ~ que celui-ci est r6duit sous 
forme d'aiguilles le long de la membrane cytoplasmiqueS, 8, lO,12,15; de plus, certains 
auteurs d6crivent la pr6sence d'un fin d@St granulaire ~ l'int6rieur des m6so- 
somes 5, lo, 15. 
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TABLEAU I 

LOCALISATION CYTOCHIMIQUE DES SITES D'ACTIVIT]~ OXYDO-RI~DUCTRICE CHEZ DIFF]~RENTES BAC- 
T ~ R I E S  

~,Ylicroorganisme Colorant Marquage r~alisd Lieu R~/. 
employ~ sur des cellules de d~pdt du 

r~actif rdduit 
Dans le R~coltdes 
milieu de et mises en 
culture prdsence de 

substrat 

B. subtilis 

B. megaterium TNBT 

Fusobacterium polymorphum 

L$steria monocytogenes 

Listeria monocytogenes NBT 

TTC + m.m. 4 
Tellurite + m.m., m.c. 5 
TNBT + Succinate m.m. 6 
TNBT + Succinate m.m., m.c. 7 
Tellurite + m.c. 8 

+ Succinate m.m., m.c. 9 

Tellurite + m.c., m.m. IO 
TTC, NBT + Succinate m.m. i i 

Tellurite + m . c .  i 2 
TTC, NBT + m.m. 12 

t~tude in vitro R6duction 
en prdsence du colorant 
de NADH plus dlev6 
lactate, dans m.m. 
succinate que dans m.c. 

13 

Lactobacillus casei TNBT Mannitol m.c., m.m. 14 

Staphylococcus aureus TNBT, NBT + m.c., m.m. 15 
Tellurite + m.c., m.m. 

Abr~viations: TTC, chlorure de triphenyltetrazolium; NBT, chlorure de nitrobluetetra- 
zolium; TNBT, chlorure de tetranitrobluetetrazolium; m.c., membranes cytoplasmiques; m.m., 
membranes m6sosomiques. 

Ces r6sultats  d ivergents  i l lustrent  les difficult6s d 'appl ica t ion  des techniques  

cy tochimiques  qui  sont dues v ra i semblab lement  aux nombreux  facteurs in te rvenan t  au 

cours des manipula t ions :  condit ions d 'expfr iences ,  fixation, d f sbydra ta t ion ,  inclusion. 

Des techniques  de s6paration des membranes  cytoplasmiques  et des membranes  

m6sosomiques mises au point  ces derni~res ann6es semblent  fournir  un moyen  d ' in-  

ves t igat ion beaucoup plus pr6cis pour d6terminer  la localisation des enzymes respira- 
toires18,16-19, 22. Ces techniques  qui  different un peu d 'un  laboratoire  ~ l 'autre ,  corn- 

por tent  toutes  la t ransformat ion  des cellules bact6riennes en protoplastes,  qui permet  

le d6roulement  des tubules m6sosomiques.  

Ce processus correspond/~ un bouleversement  profond de la cellule bact6rienne 
et peut  entra lner  une perte d 'ac t iv i t6  ou des changements  dans la localisation des sites 
d 'oxydo-r6duct ion.  A la suite de l 'analyse  enzymat ique  effectu6e sur des fract ions 
membrana i res  et mfsosomiques  chez Baci l lus  subtil is 22, il nous a paru impor t an t  de 

v6rifier si la localisation des sites d 'oxydo-r6duct ion  ne change pas au cours de la 

t r ans fo rmat ion  des bact6ries en protoplastes.  
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Cette ~tude a fit6 faite au moyen du tellurite de potassium qui est r6duit sous 
forme d'aiguilles de tellure, facilement d6tectables'au microscope 61ectronique. Chez 
les cellules animales, ce r6actif se d6pose excluslvement sur les cr6tes mitochon- 
driales 2°. C'est pourquoi nous l'avons utilis6 comme marqueur de l'activit6 respira- 
toire. Aucune donn6e expfrimentale ne permet de dire /t quel niveau de la chaine 
respiratoire il est r6duit ; nous avons cependant tent6 une estimation th6orique de son 
potentiel d'oxydo-rfduction et de son site d'action. 

L'acide tellureux (H2TeO3) est un diacide faible dont le second pK (7.74) cor- 
respond ~ 1 6quilibre 

HTeO 3- ~ TeO32- + H + 

L'incubation des bact6ries en prfsence de tellurite de potassium ayant 6t6 r6alis6e 
pH 7, on doit s'int~resser aux deux ions HTeO 3- et TeO8 ~- donnant lieu ~ l'~quilibre 

ci-dessus. Les r~actions d'oxydo-r6duction associ6es ~ ces deux ions sont alors 21 

TeO32- + 61-I+ + 4 e-  -~ Te + 3 H2 O (I} 

HTeO a- + 5 H+ + 4 e-  ~ T e  + 3 H z O  (2) 

Les potentiels d'oxydo-r6duction E o se d6duisant de ces r~actions sont19: (I) E o = 
0.827-o.o886 pH + o.o148 log ITeOa2-1; (2) E o = o.713-o.o737 pH + o.o148 log 
IHTeOa- 1. Dans les conditions expfirimentales utilisfes (pH 7 a 37 °) le potentiel 
d'oxydo-r6duction de ces deux ions est environ de + 0.20 V. 

Un tel potentiel permet donc de penser que la r~duction du tellurite de potas- 
sium se produira dans la chaine respiratoire au niveau des flavoprot6ines et des 
quinones. 

Dans ce travail, nous 6tudierons tout d'abord la correlation quantitative exis- 
tant entre l'activit6 respiratoire de la bact6rie et le nombre d'aiguilles de tellure 
form6es. Nous suivrons ensuite la localisation des aiguilles de tellure au cours de la 
formation des protoplastes et discuterons ces r6sultats en les comparant avec les 
analyses enzymatiques effectu~es sur les fractions membranaires2L 

MATERIEL ET MI~THODES 

(I) Techniques bactdriologiques 
La souche utilis6e est la souche B. subtilis Marburg (SMY). Les bact6ries sont 

cultiv6es ~ 37 ° sous agitation vigoureuse, dans un bouillon nutritif Difco 23 ou en milieu 
l'extrait de levure additionn6 de glucose 22. Les protoplastes sont pr~par6s par action 

de lysozyme (20-200 #g/ml selon les exp6riences) sur les bact6ries en suspension dans 
un milieu synth6tique de composition suivante: K2HPO 4 lO.5 g; KH2PO 4 3.5 g; 
NH4CI 0.5 g; saccharose o. 5 M; eau bidistill6e IOOO ml. 

(II) Traitement des bactdries ou des protoplastes par le tellurite de potassium 
Dans tousles types d'exp6riences, les 6chantillons sont incub6s, sans agitation, 

37 °, en flacon bien rempli et bouch6, en prfsence de o.05 % de tellurite de potassium. 
(a) Chez ]es bactdries en croissance exponentielle, le tellurite de potassium est 

ajout6 directement dans le milieu de culture (bouillon nutritif Difco). 
Pour 6tudier l 'importance du d6p6t de tellure en fonction de diff6rents substrats 
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de respiration, les bact~ries sont raises ~ jefiner dans un tampon phosphate pendant 
30 min ~ temp6rature ambiante sous vigoureuse agitation. Elles sont ensuite cen- 
trifug6es et remises en suspension dans un tampon phosphate exempt de substrat 
ou additionn6 de l'un des substrats suivants : NADH 2.5" IO -~ M ; succinate de sodium 
2. IO -~ M ; glucose 5" IO-2 M ; hydrolysat de cas~ine 0.5 To ; extrait de levure 0. 5 %. 

Ces diff6rents 6chantillons sont incub6s pendant 30 rain h 37 ° en pr6sence de 
o.5 % de tellurite de potassium. 

(b) Marquage au tellurite avant la formation des protoplastes. Les bact~ries culti- 
v6es en bouillon nutritif, sont trait6es 30 rain au tellurite de potassium dans les con- 
ditions pr6c6demment ddcrites. Elles sont ensuite centrifug6es et transform~es en 
protoplastes. Les ~chantillons sont prflev6s /~ o, io et 20 min et fix6s /~ la glutar- 
alddhyde. 

(c) Marquage pendant la plasmolyse et la formation des protoplastes. Les bact6ries 
sont centrifug6es, mises en suspension dans le milieu synthfitique utilis6 pour la for- 
mation des protoplastes ou dans du bouillon nutritif additionn6 de saccharose 0.5 M, 
contenant 0.o5 % de tellurite de potassium. Apr~s 30 rain de contact avec le tellurite 
de potassium, on ajoute 20 #g/ml de lysozyme et l'on fixe des 6chantillons ~ o, io  
et 30 rain. 

(d) Marquage apr~s la formation des protoplastes. Les protoplastes une fois form6s 
en milieu synth6tique ou en bouillon additionn~ de saccharose re¢oivent 0.05 % de 
tellurite de potassium et sont fixes apr~s 30 min. 

(e) Marquage des fractions membranaires. Les fractions membranaires cyto- 
plasmiques et m6sosomiques brutes (FC et FM) sont obtenues selon la technique 
ddcrite dans la r6f. 22. Les membranes, resuspendues en tampon phosphate additionn6 
ou non de NADH 2.5" IO -~ M, sont incub6es en flacons bouch6 ~ 37 ° en pr6sence de 
0.05 To-de tellurite de potassium pendant 30 min /~ 2 h. Elles sont ensuite d6pos6es 
sur des grilles porte-objet puis recouvertes d'une goutte de phosphotungstate de 
soclium 2 % puis s~ch~es. 

I I I .  Techniques de microscopie dlectronique 
(a) Observation des bactdries enti~res. Les bact6ries pr6alablement traitfies au tel- 

lurite de potassium sont 6tal6es sur boltes collodionn~es 25, fix~es aux vapeurs de formol 
et recueillies sur les grilles. L'observation au microscope 61ectronique permet une 
estimation du nombre et de la taille des aiguilles de tellure. 

(b) Contraste ndgatif. 0. 4 ml de l'~chantillon ~ observer est m~lang6 ~ o.I ml de 
glutarald~hyde 5 % tamponn6e ~ pH 6. Apr~s 5 min de fixation, une grille porte-objet 
est dfipos6e ~ la surface de cette suspension, rapidement 6tanch6e puis pos6e ~ la 
surface d'une solution de phosphotungstate de sodium i % et s6ch~e de nouveau. 

(c) Coupes. Les 6chantillons sont centrifug6s. Le culot est mis en suspension dans 
du milieu complexe additionn~ d'agar 2 %. Pour les protoplastes, on ajoute du sac- 
charose 0.5 M afin de conserver l'hypertonicit~ du milieu. Une fois solidifi6, l 'agar est 
d6coup6 en petits cubes qui sont fix~s ~ la glutarald6hyde 5 % en tampon v~ronal 
pH 6 pendant une nuit, puis laiss~s deux heures dans l'ac6tate d'uranyle et d~s- 
hydrat6s ~ l'ac6tone avant d'fitre inclus dans l'araldite. La fixation all t~traoxyde 
d'osmium n 'a  pas fit~ utilis6e, car elle fair disparaltre la plupart des aiguilles de tellure. 
De m~me, nous avons 6vit6 l'inclusion au Vestopal qui d6colore les blocs et fair dis- 
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paraitre les aiguilles. Les coupes, faites au microtome Porter Blum, sont contrast6es 
~: l'ac6tate d'uranyle et examin6es au microscope Siemens Elmiskop I. 

(IV) Mesures de la consommation d'o:Lvg~ne 
Les vitesses de consommation d'oxyg~ne ont fit6 mesur6es par m6thode polaro- 

graphique ~ l'aide d'une 61ectrode de Clark (oxygraph Gilson). Les mesures sont 
r6alis6es k 3 °o dans un m61ange contenant: 4 ml de tampon phosphate 5.1o .3 M, 
pH 7, pr~incub6 ~ 3 °0 et satur6 d'air filtr~ sur filtre Seitz; o.I ou 0.2 ml d'une sus- 
pension bact6rienne contenant de l'ordre de 500/~g poids sec de bact~ries; o.I ml de 
solution de substrat. 

(V) Le dosage des protdines 
I1 a 6t6 r~alis6 par la m6thode de LowRY et al. ~6. La courbe 6talon a 6t6 6tablie 

/: chaque dosage, h l'aide d'une solution re+re de lysozyme de 500 #g/ml. 

RESULTATS 

Dans les conditions d'exp~rience et de fixation employ6es, le tellurite de potas- 
sium est rfduit sous forme de petites aiguilles de tellure que l'on distingue facilement 
au microscope dlectronique. 

Fig. I. Bact6r ies  t ra i t6es  au t e l lu r i t e  de p o t a s s i u m  en boui l lon  nu t r i t i f  e t  examin6es  in loto. 
× 19000. 

Figs. 2 7. Bact6r ies  examin6es  in toto apr~s avo i r  jefin6, puis t ra i t~es  au t e l lu r i t e  de p o t a s s i u m  
en pr6sence de diff6rents subs t ra t s ,  x 19o00. 

Fig. 2. Aucun s u b s t r a t  n ' a  6t6 ajout6.  Quelques  aigui l les  de te l lure  son t  c e p e n d a n t  form~es. 

Fig. 3. Addi t ion  de succinate .  Aucun c h a n g e m e n t  par  r a p p o r t  au t~moin  sans subs t r a t .  
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Fig. 4. Addi t ion  de glucose.  

Fig. 5. Add i t ion  d ' h y d r o l y s a t  de casdine. 

Fig. 6. Add i t ion  d ' e x t r a i t  de levure.  

Fig. 7. Addi t ion  de N A D H .  Le n o m b r e  e t  la taille des  aiguilles a u g m e n t e n t  n e t t e m e n t  apr~s ad-  
d i t ion  des  qua t r e  derniers  s u b s t r a t s  (Figs. 4-7).  Les  aiguil les s o n t  t o u j o u r s  associ6es en  pe t i t s  amas .  
Ces derniers  s o n t  dispersals de faqon hornog~ne sur  t o u t e  la surface  des  cellules. 

(I) Etude comparative entre la rdduction du tellurite et la respiration cellulaire 
(a) Rdduction du tellurite. Les bact6ries ont fit6 d 'abord examin6es in toto, afin 

de comparer le nombre et la taille des aiguilles suivant la composition du milieu 
d ' incubation (Figs. 1-7). Dans les deux exp6riences r~alisfes, le nombre moyen 
d'aiguilles par bact6rie a 6t6 6tabli pour chaque 6chantillon sur une cinquantaine de 
bact6ries. 

Les bact6ries raises en pr6sence de tellurite dans leur milieu de croissance, 
portent apr~s 30 min d'incubation une trentaine d'aiguilles (Fig. I). Les bact6ries, 
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6puis6es de leurs r6serves endog~nes puis mises en contact avec du tellurite en absence 
de substrat, pr6sentent encore une vingtaine d'aiguilles de taille tr&s r6duite (Fig. 2), 
bien que la respiration endog~ne des bact6ries, mesur6e par polarographie soit prati- 
quement nulle, l 'addition de succinate n 'augmente n i l e  nombre, ni la taille des, 
aiguilles (Fig. 3). I1 est probable que cette absence de r6action est due ~ une p~nd- 
tration tr~s lente du succinate, ou k une absence du systbme de d6gradation du 
succinate 23. La pr6sence de glucose ou d 'hydrolysat  de cas~ine provoque la formation 
de 3o-4o aiguilles de taille plus importante (Figs. 4 et 5). Enfin, si l 'on ajoute du 
NADH ou de l 'extrait  de levure les aiguilles sont ~ la fois plus nombreuses (6o-7o } 
et plus longues (Figs. 6 et 7). Des incubations prolong6es jusqu'~ 45 ou 6o rain aug- 
mentent  la taille des aiguilles sans en augmenter le nombre. Le Tableau I I  pr6sente 
/~ titre d 'exemple les chiffres pr6cis d 'une des exp6riences r6alis~es. 

T A B L E A U  I I  

IETUDE DE LA FORMATION D E S  A I G U I L L E S  DE T E L L U R E  CHEZ DES  BACTI~RIES I~PUISI~ES DE L E U R S  

RI~SERVES ENDOG]~NES PUIS  MISES  EN PRI~SENCE DE DIFFI~RENT$  S U B S T R A T S  

Substrat ajoutd Nombre Nombre total Nombre 
de bact~ries d'aiguilles d'aiguilles 
examindes par bactdrie 

- - -  50  1150 23 ± 3 
S u c c i n a t e  5 ° 115 ° 23 ----- 3 
C a s a m i n o - a c i d e s  42 134 ° 32 ~ 3 
G l u c o s e  55 2250  41 I 4 
N A D H  42 244 o 58 ± 4 
E x t r a i t  d e  l e v u r e  48  314  ° 65 ± 4 

(b) Mesure de la respiration cellulaire. La vitesse de respiration de B. subtilis 
maintenu dans son milieu de culture est de Qo2 = 240 4- 20/A/h et mg de poids sec. 
Si, au cours de la mesure, on ajoute de l 'extrait  de levure ~ raison de 0.5 % (p/v), 
la valeur de Qo2 s'61+ve/~ 39 ° 4- 25 (r6sultats obtenus sur huit cultures diff6rentes). 
Ces mesures se faisant par m~thode polarographiques dans un espace de temps tr+s 
court (moins de i / i o  du temps de g6n6ration), il s 'agit bien de vitesse de respiration 
prat iquement ind~pendante de l 'augmentation de la masse cellulaire. Notons que 
CHAIX et al. ~s ont obtenu des chiffres analogues avec la souche B. subtilis 361o. 

Afin d'appr@cier la vitesse de respiration de la cellule de B. subtilis en fonction 
de diff6rents substrats nous avons tent6 de r~duire la respiration endog+ne des bac- 
t6ries, soit par lavage, soit par carence de 3o mix. Le Tableau I I I  r6sume les r6sultats 
obtenus. La respiration des bact~ries, r~colt~es mais non lav6es, est ~lev~e; l'acc@M- 
ration de cette respiration n'est possible qu'avee de l 'extrait  de levure. Par contre, 
des lavages r6p6t6s ou un jeflne de 3o min, abaissent cette respiration endog~ne, sans 
alt~rer toutefois la capacit6 des bact~ries/t d6grader les substrats ajoutfis. On observe 
une augmentation nette de la vitesse de respiration des bact6ries carenc~es, surtout 
apr&s addition d 'extrai t  de levure ou de NADH. L'augmentat ion enregistr6e est plus 
faible apr~s addition d 'hydrolysat  de cas@ine et de glucose. En revanche, il n 'a  jamais 
~t6 possible d'ace616rer la respiration endog~ne de B. subtilis en utilisant le succinate 
comme substrat. La parfaite concordance entre les mesures de respiration et le d6p6t 
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T A B L E A U  I I I  

VARIATION DES VITESSES DE RESPIRATION (Qo2, pl /h ET m g  VOIDS St~C) ]DE CELLULES DE B .  subt i l i s  
)~ L '~TAT NON PROLIFI~RANT, APRg'S CULTURE SIJR MILIEU .~ L 'EXTRAIT DE LEVURE ADDITIONN~ 

D E  GLUCOSE 

L e s  v a l e u r s  i n d i q u ~ e s  s o n t  d e s  v a l e u r s  m o y e n n e s ,  o b t e n u e s  a v e c  8 c u l t u r e s  d i f f ~ r e n t e s .  L ' ~ c a r t  
k l a  m o y e n n e  a ~t~ d e  l O - 1 5  % .  

Cellules de Substrat, Qo2 
B. subtilis r~coltdes respiration sur 

N o n  l av~es  - -  15o 
E x t r a i t  d e  l e v u r e  0. 5 % 225  
G l u c o s e  5 '  1 ° -3  M 
C a s a m i n o - a c i d e s  0. 5 % 

L a v ~ e s  I fo i s  

L a v 6 e s  2 fo i s  

~ a r e n c e  d e  3 ° m i n  

- -  8 0  

E x t r a i t  d e  l e v u r e  0. 5 % 17o  
G l u c o s e  5" lO-2  M lO2 
C a s a m i n o - a c i d e s  0. 5 % 62 

- -  3 ° 
E x t r a i t  d e  l e v u r e  0. 5 % 17o 
G l u c o s e  5" lO-2  M 9 6  
C a s a m i n o - a c i d e s  o. 5 % 60  

- -  4 ° 
E x t r a i t  d e  l e v u r e  0. 5 % 14o 
G l u c o s e  5" lO-2  M i o o  
C a s a m i n o - a c i d e s  0. 5 % 9 0  
S u c c i n a t e  2 .  i o  -~ M 4 ° 
N A D H  2. 5 • lO -4 M 165 

de tellure form6 selon le substrat  ajout6 montre que le tellurite de potassium rend 
eompte d'une r6action d 'oxydo r6duction li6e ~ la respiration. 

(II)  Localisation des aiguilles de tellure sur coupes 
(a) Etude faite sur des bactdries en croissance ou raises en prdsence de divers sub- 

strats. L'examen des coupes de bact6ries traitfies au tellurite de potassium dans leur 
milieu de croissance (bouillon nutritif) r6v~le toujours un nombre tr+s restreint 
d'aiguilles. Ceci n 'a  d'ailleurs rien de surprenant puisque le volume cellulaire contenu 
dans une coupe ne repr6sente qu'une petite fraction du volume total  (entre 1/15 et 
1/5o selon le plan de la coupe par rapport  au grand axe de la bact6rie). La d6termi- 
nation de la localisation des aiguilles de tellure n6cessite done l 'examen d 'un grand 
hombre de coupes. I1 ressort de cet examen que la plupart  des aiguilles sont localis6es 
sur la face interne de la membrane cytoplasmique (Figs. 8 et 9)- Quelques unes sont 
situ6es sur la membrane qui forme la poche m~sosomique (Figs. 9 et IO) mais il est 
tr6s exceptionnel d'en rencontrer ~ l'int6rieur des m6sosomes. 

Une d6termination quanti tat ive du hombre des aiguilles pr6sentes sur 78 coupes 
bactdriennes, dont 28 pr6sentaient un m6sosome, montra  que sur les 237 aiguilles 
d6nombr6es, 213 se trouvaient sur Ia membrane cytoplasmique, 21 fitaient localis6es 
sur la membrane formant la poche m6sosomique et que 3 seulement ont 6t~ observ6es 

l'int6rieur de m6sosomes. Dans les conditions exp6rimentales utilis6es, aucun d~p6t 
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Figs. 8-1o. Coupes de cellules de B. subtilis trait6es pendant 3 ° min au tellurite de potassium. 
Les aiguilles se sont d6pos6es sur la face interne de la membrane cytoplasmique et souvent sur 
la membrane formant la poche m6sosomique. En revanche, on ne trouve pas d'aiguille de tellure 

l'int6rieur des m~sosomes. Fig. 8 × 55ooo. Fig. 9 × 4 °ooo. Fig. IO × 65ooo. 

granulaire  ident ique ~ celui signal~ par VAN ITERSON ET LEENE 5 ne s'est form6 h 
l ' in t6r ieur  des m6sosomes. 

L 'addi t ion  de different subst ra ts  (NADH, succinate, de sodium, glucose, hy- 
drolysat  de casfiine, extrai t  de levure) ne modifie pas la localisation des aiguilles de 
tellure, cont ra i rement  aux observations faites par Nermut  en eontraste n6gatif (com- 
munica t ion  personnelle). D'aitleurs,  cette localisation 6ventuelle d'aiguitles de tetlure 
dans  les mdsosomes est difficile ~t faire, car aprSs 30 rain de jefme (retiree sous vigou- 
reuse agitation), les m6sosomes sont souvent  alt6r~s et disparaissent en grande part ie 
(Fig. I I ) .  

(b) Etude faite sur des protoplastes. Les ~tudes prfc6dentes 29-31 ont  montr~ que 
l ' in t roduct ion  de B. subtilis en milieu h~per tonique provoque l 'ouver ture  de la poche 
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Fig. I I. M6sosome d'une cellule de B. subtilis ayant  jefin6 pendant  45 min en tampon  phosphate .  
I1 ne cont ient  plus ni tubules  ni v6sicules,  x 45 ooo. 

Fig. 12. Protoplaste  de B. subtilis observ6 en contraste  n6gatif. I1 s 'est  lys6 au cours de la prepa- 
ration et  les v6sicules des tubules  m6sosomiques  se sont  s6par6es et  ont  6clat6s. x 300oo. 

T A B L E A U  IV 

L O C A L I S A T I O N  D E S  A I G U I L L E S  A U  C O U R S  D E  LA F O R M A T I O N  D E  P R O T O P L A S T E S  

Localisation des aiguilles Addition de tellurite 

Avant la Pendant la AprOs la 
formation de formation de formation de 
protoplastes protoplastes protoplastes 
(Fig. z3) (Fig. z4) (Fig. z5) 

Membrane cy top lasmique  + 
Membrane m6sosomique  
Cytop la sme  (amas d'aiguilles) 

+ + 

+ + 

m4sosomique et la sortie des tubules m6sosomiques. Ainsi, les bact~ries plasmolys6es 
et les protoplastes ne contiennent jamais de m6sosomes intracytoplasmiques mais 
portent des tubules m6sosomiques externes. Examin6s en contraste n6gatiP 2, les 
tubules m6sosomiques se pr6sentent g~n@alement sous l'aspect d'un chapelet de 
petites v6sicules. Ces v6sicules paraissent assez fragiles, se s6parent les unes des autres, 
se d~forment et ~clatent facilement sous l'effet de choc osmotique (Fig. 12). C'est 
pourquoi, les tubules m6sosomiques isol6s et purifi~s se pr6sentent presque toujours 
sous l'aspect de v6sicules isol6es, souvent gonfl~es et parfois m~me 6clat~es (Fig. i8) ~. 

L'addition de tellurite de potassium avant, pendant ou apr~s la formation des 
protoplastes a conduit aux observations r6sum6es dans le Tableau IV et illustrdes 
par les Figs. 13-16. Dans toutes les conditions de marquage utilisfies, les aiguilles se 
forment le long de la membrane cytoplasmique. Dans de nombreux cas, les aiguilles 
sont situ~es pr+s du point d'insertion des tubules m~sosomiques (Figs. 15 et i6), mais 
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Fig. 13. Cellule de B. s,~Stilis trait6e au tellurite de potassium sous sa forme bacillaire puis trans- 
fortune en protoplaste. Les aiguilles de tellure sont situ6e sur la membrane cytoplasmique et 
notamment pr6s du site d'insertion de tubules m4sosomiques, mais les tubules m~sosomiques 
eux-m4me ne portent jamais d'aiguilles de tellure. × 6oooo. 

Fig. 14. Cellule de B. subtilis trait6e au tellurite de potassium pendant la plasmolyse et l'action 
du lysozyme. Les aiguilles de tellure se sont d~pos4es sur la membrane cytoplasmique et non 
sur les tubules m6sosomiques d6roul6s. L'n amas d'aiguilles est visible dans le cytoplasme de 
la cellule de droite. × 50000. 

les tubules m6sosomiques eux-m~mes ne por ten t  jamais  d'aiguilles quelque soit le 

m o m e n t  oh ce marquage  a eu lieu. 

Cependant ,  lorsque le marquage  au tel luri te  est fait  en mil ieu hyper tonique ,  
c 'est-k-dire pendan t  la format ion des protoplastes  ou apr6s leur formation,  les bae- 
t6ries plasmolysfes  ou les protoplastes  cont iennent  des amas d'aiguilles ~ l ' int6rieur 
du cytoplasme,  dans des r6gions p6riph4riques d6pourvues de ribosomes (Fig. 14). 
Ces r6gions cytoplasmiques  ne peuven t  en aucun cas correspondre h des m6sosomes, 
d 'une  par t  parce que les cellules plasmolys6es et les protoplastes  ne cont iennent  jamais  

de m6sosomes in t racytoplasmiques  et d 'au t res  par t  parce que ces r6gions ne pr6sentent  
jamais  la s t ructure  v6siculaire ou tubulaire  des m6sosomes. L 'exis tence de ces amas 
d 'aiguil les de tellure, d6j~ signal6e par KAWATA et al. aa chez des protoplastes  de 
Bac i l l u s  megater ium,  n 'a  jamais 6t6 observ6e chez des bact6ries marqu6es en mil ieux 
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Figs. 15 et 16. Protoplastes de B. subtilis traitds au tellurite de potassium apr~s leur formation. 
Les aiguilles se trouvent sur la membrane cy~oplasmique mais jamais sur les tubules m6sosomiques 
ddroul6s (m). Sur la Fig. 16 on voit de nombreuses aiguilles qui se sont forindes pros du point 
d'insertion des tubules m6soaomiques. Fig. 15 × 45ooo. Fig. 16 × 5oooo. 

hypo-  ou isotonique.  I1 semble donc que l ' i n t roduc t ion  des bact6ries en milieu hyper -  
tonique en t ra ine  le d@lacemen t  d ' enzymes  d 'oxydo- r~duc t ion  de la membrane  vers 
le cy toplasme.  Ce d6placement  d ' enzymes  semble toutefois  assez faible si l 'on se r~f~re 
au contr61e d ' ac t iv i t6  N A D H  d6shydrog6nase effectu6 dans  la f ract ion cy top lasmique  
soluble 22. 

Si la fo rmat ion  des p ro top las tes  est  faite en pr6sence de saccharose I M au lieu 
de o. 5 M, la local isat ion des aiguilles de tel lure est la m~me, mais  les aiguilles sont  
plus pe t i t es  et moins  nombreuses .  L ' inf luence de l 'hyper ton ic i t6  du milieu sur l 'ac-  
t iv i t6  respi ra to i re  de la bact6r ie  est  dgalement  illustr~e pa r  les mesures  effectu~es 
l ' oxyg raph  Gilson (Fig. 19). Cet aba i ssement  respi ra to i re  est p r o b a b l e m e n t  dfi aux  
profonds  r eman iemen t s  que subi t  la membrane  cy top lasmique  dont  la surface d iminue  
eons id6rablement  lorsque les bact6ries  sont  in t rodui tes  en milieu hyper tonique .  Ces 
r eman iemen t s  do ivent  ~tre d ' a u t a n t  plus impo r t a n t s  que l 'hyper tonic i t~  du mil ieu 
est  61ev6e. 

(III)  Marquage au telluritc de potassium des fractions membranaires cvtoplasmiques et 
mdsosomiques brutes 

La fraction membranaire cytoplasmique brute se pr6sente  en cont ras te  ndgat i f  
sous l ' a spec t  de f ragments  membrana i r e s  de tai l les  vari6es, mais  g6n6ralement  assez 
grands  auxquels  sont  m~16s quelques tubules  m6sosomiques ou de pe t i tes  v6sicules 
(Fig. I7)~.  Apr~s incuba t ion  h 37 ° p e n d a n t  1-2 h e n  pr6sence de te l lur i te  de po tass ium 

Biochim. Biophys. Acta, 234 (1071) 226 241 



238 c. FREHEL et al. 

Fig. 17- Fract ion membranai re  cytoplasmique brute  marqu6e pendant  2 h au tellurite de potass ium 
en pr6sence de N A D H  puis examin6e en contraste  n~gatif. Les aiguilles de tellure se sont  fortunes 
sur  les membranes  cy~oplasmiques et non sur  les petites v6sicules ou les f ragments  de tubules 
m~sosomiques con taminan t  cette fraction. × 30000. 

et de NADH, les gros fragments membranaires portent tous des aiguilles de tellure; 
toutefois le hombre des aiguilles parait  net tement  inf6rieur ~ celui observfi in vivo 
malgr6 un temps d'incubation plus prolong6. En revanche, on ne trouve presque 
jamais d'aiguilles sur les tubules m6sosomiques ou les petites v6sicules. 

La fraction membranaire mOsosomique brute est constitu6e d 'un grand nombre 
de tubules mfsosomiques et de petites v6sicules et d 'un nombre plus ou moins 61ev6 
de fragments membranaires cytoplasmiques 22, Lorsque cette fraction est mise en 
presence de NADH et de tellurite, les aiguilles de tellure qui se forment sont toujours 
localis~es en grande majorit~ sur les membranes cytoplasmiques (Fig. 18). Bien qu'il 
soit impossible de faire une vfritable 6tude quantitative, car il n'existe pas de point 
de r~f6rence quant aux surfaces membranaires examin6es, nous pouvons affirmer 
toutefois que 9 ° % des aiguilles observ6es darts les deux exp6riences rfalis6es sont 
dfpos6es sur les gros fragments membranaires et que IO % seulement sont situ~s sur 
de petites v6sicules dont il est impossible d'identifier l'origine. La pr6sence de flagelles 
sur quelques unes d 'entre elles indique cependant que certaines des v6sicules marqu6es 
au tellure correspondent ~ de petits fragments de membranes cytoplasmiques et non 
/t des vfsicules m~sosomiques. 

Comme nous l 'avons dej/~ signal6 pour la fraction membranaire cytoplasmique, 
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Fig. 18. Fract ion m~sosomique brute  marqu6e au tellurite de po ta s s ium pendan t  2 h e n  presence 
de N A D H  puis examin6e en contras te  n~gatif. Les quelques aiguilles de tellure visibles sont  situ6es 
sur  les gros f ragments  membranai res  cytoplasmiques  con taminan t  cette fraction. I1 est  exception- 
nel d 'en t rouver  sur  les tubules m6sosomiques et les peti tes v6sicules qui composen t  cette fraction. 
× 3 ° ooo. 
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4 
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Fig. I9. Effet de l 'hypertonicit~ du milieu sur  la vitesse de respirat ion de B. subtilis SMY. + - - - + ,  
variat ion de la vitesse de respirat ion endog~ne; O - - - O ,  variat ion de la vitesse de respirat ion 
en pr6sence d 'une  solution d 'ext ra i t  de levure 0. 5 %. Qo2 ~ /~1 de O z consomm6 par  h e t  par  mg 
de poids sec. 

le nombre des aiguilles n'est jamais aussi ~lev6 sur les fragments membranaires que 
sur les bact6ries marqu6es in vivo. Cette diminution de la capacit~ des membranes 
de r6duire le tellurite de potassium est probablement due au traitement qu'elles ont 
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:subi lors de leur s6paration; il est 6galement vraisemblable que les conditions de 
r6action ne sont pas identiques ~t celles existant ~ l'int6rieur des bact6ries vivantes. 

En plus de la formation des aiguilles de tellure, il se forme toujours dans les 
deux types de fractions membranaires un pr6cipit6 tr~s giossier offrant l 'aspect de 
peti tes sphbres denses aux 61ectrons de o.oi /~ de diam~tre aggr6g6es les unes aux 
autres. Ce pr6cipit6 semble se former dans le milieu de r6action et ne s'associer ni 
anx  membranes cytoplasmiques ni aux m6sosomes. I1 semble toutefois r6sulter d 'une 
r6action enzymatique car il n 'apparai t  que lorsque NADH est ajout6 ~ la suspension 
de membranes et de tellurite. Pour l ' instant, la formation de ce pr6cipit6 qui parait  
t ou t  ~ fait diff~rente de celle des aiguilles de tellure reste inexplicable. 

DISCUSSION 

Cette 6tude montre tout d 'abord que la formation d'aiguilles de tellure refl~te 
l 'activit6 respiratoire de la bact6rie, puisque le nombre et la taille des aiguilles sont 
proport ionnels/ t  la consommation de O, mesur6e dans l 'oxygraph de Gilson. 

La localisation des aiguilles de tellure sur la membrane cytoplasmique semble 
indiquer que l 'activit6 respiratoire de la bact6rie est essentiellement situ6e sur cette 
enveloppe. En revanche, l 'absence quasi totale d'aiguilles sur les tubules m6sosomique 
indique que ces structures membranaires ne jouent pas un r61e pr6pond6rant dans la 
respiration. Ces conclusions sont enti~rement confirm6es par l 'analyse enzymatique 
des fractions membranaires cytoplasmiques et m6sosomiques effectu6es chez B. sub- 
tilis22, 3~. Ces r~sultats sont 6galement en accord avec l 'analyse enzymatique entreprise 
chez d 'autres bact6ries Gram positif is, 18,19. 

Comme nous l 'avons vu, la localisation des aiguilles de tellure ne change pas 
au cours de la formation des protoplastes quelque soit le moment  off le marquage 
a lieu. Elle persiste 6galement dans les fractions membranaires. On peut donc affirmer 
que la technique d'isolement des m6sosomes et des membranes cytoplasmiques, n6ces- 
s i tant  la transformation des bact6ries en protoplastes, ne provoque pas de changement 
dans la localisation des enzymes respiratoires et que les mesures d'activit~ enzyma- 
tique effectu6es sur ces fractions refl~tent assez exactement la situation existant in  vivo. 

Si l 'ensemble des 6tudes enzymatiques faites chez diverses bact6ries Gram 
positif indiquent que les m6sosomes ne jouent pas de r61e important  dans la respi- 
rationl~,18,19, ~2 il reste ~t d6terminer le type de r6actions d'oxydo-r6duction que 
beaucoup d'auteurs ont observ6 k l 'aide de diverses techniques cytochimiques (voir 
Tableau I). Bien que l'utilisation de ces techniques soit d61icate et que les conditions 
d'exp6rimentation puissent en fausser parfois l ' interprdtation, il parait  hors de doute 
que les m~sosomes sont le si~ge de r6actions d'oxydo-r6duction. I1 n'est pas impossible 
qu'elles soient associ6es ~ la pr6sence de certains cytochromes que FERRANDES ET 
CHAIX a5 et LUBOCHINSKI ET BURGER 3s ont trouv6 dans la fraction mdsosomique et 
non dans la fraction membranaire  cytoplasmique. 

RtSUMt 

Cette 6tude porte sur la localisation des sites d'oxydo-r6duction chez Bacillus 
subtilis d6tectables au moyen du tellurite de potassium. Ce sel se d6pose sous forme 
de petites aiguilles visibles au microscope 61ectronique. Leur taille et leur hombre 
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varient en fonction du substrat et restent proportionnels aux mesures de respiration, 
Ces aiguilles se d6posent exclusivement sur la membrane cytoplasmique et jamais 

l'int6rieur des m6sosomes. Cette localisation ne change pas au cours de la formation 
des protoplastes et du d6roulement des tubules m~sosomiques. Ceci indique que la 
technique de s6paration des m6sosomes et des membranes cytoplasmiques qui corn- 
porte la formation de protoplastes, n'entraine pas de changements importants dabs 
la localisation des enzymes respiratoires. 
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