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SUMMARY

Oxido-reduction reactions on the level of cytoplasmic membranes and mesosomes of Bacil-
lus subtilis

The location of oxido-reduction sites detectable by means of potassium tellurite
has been studied in Bacillus subtilis. 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 découverte d'importantes invaginations membranaires chez les bac-
téries Gram positif désignées sous le nom de mésosomes, des recherches ont été faites
pour savoir si ces organelles, localisés dans des endroits de la cellule oll, apparemment,
les besoins énergétiques sont importants!~2? sont le siége préférentiel de phénoménes
d’oxydo-réduction.

Les essais de localisation des sites d’oxydo-réduction au microscope électronique
ont été faits en utilisant le tellurite de potassium et des sels de tétrazolium. Les
résultats de ces études cytochimiques, résumés dans le Tableau I, montrent que les
phénomeénes d’oxydo-réduction se situent aussi bien dans la membrane cytoplasmique
que dans les mésosomes. Toutefois, on constate une localisation prépondérante de
ces sites, soit dans les membranes cytoplasmiques, soit dans les mésosomes, selon le
réactif utilisé et parfois méme, pour un méme réactif, selon les auteurs. Ainsi, les sels
de tétrazolium se déposent en abondance sur les membranes mésosomiques et parfois
sur certaines portions de la membrane cytoplasmique. En revanche, les différents
auteurs ayant utilisé le tellurite de potassium ont observé que celui-ci est réduit sous
forme d’aiguilles le long de la membrane cytoplasmique?:®.1%12,15; de plus, certains
auteurs décrivent la présence d'un fin dépdt granulaire a lintérieur des méso-
somes5 10,15,
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LES SITES D’OXYDO-REDUCTION CHEZ B. subtilis 227

TABLEAU I

LOCALISATION CYTOCHIMIQUE DES SITES D'ACTIVITE OXYDO-REDUCTRICE CHEZ DIFFERENTES BAC-
TERIES

Microorganisme Colovant Marquage réalisé Lieu Réf.
employé sur des cellules de dépit du
réactif réduit

Dans le  Récoltées
milieu de et mises en
cultuve  présence de

substrat
B. subtilis 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
B. megaterium TNBT + Succinate m.m., m.c. 9
Fusobacterium polymorvphum Tellurite + m.c., m.m. 10
TTC, NBT + Succinate m.m. 11
Listeria monocytogenes Tellurite + m.c. Iz
TTC, NBT -+ m.m. 12
Listeria monocytogenes NBT Etude in vitro  Réduction
en présence du colorant
de NADH plus élevé 13
lactate, dans m.m.
succinate que dans m.c.
Lactobacillus caset TNBT Mannitol m.c., m.m. 14
Staphylococcus aureus TNBT, NBT + m.c., m.m. I5
Tellurite + m.c., m.m.

Abréviations: TTC, chlorure de triphenyltetrazolium; NBT, chlorure de nitrobluetetra-
zolium; TNBT, chlorure de tetranitrobluetetrazolium; m.c., membranes cytoplasmiques; m.m.,
membranes mésosomiques.

Ces résultats divergents illustrent les difficultés d’application des techniques
cytochimiques qui sont dues vraisemblablement aux nombreux facteursintervenant au
cours des manipulations: conditions d’expériences, fixation, déshydratation, inclusion.

Des techniques de séparation des membranes cytoplasmiques et des membranes
mésosomiques mises au point ces derniéres années semblent fournir un moyen d’in-
vestigation beaucoup plus précis pour déterminer la localisation des enzymes respira-
toires!3, 16-19,22  Ces techniques qui différent un peu d’un laboratoire a 'autre, com-
portent toutes la transformation des cellules bactériennes en protoplastes, qui permet
le déroulement des tubules mésosomiques.

Ce processus correspond a un bouleversement profond de la cellule bactérienne
et peut entrainer une perte d’activité ou des changements dans la localisation des sites
d’oxydo-réduction. A la suite de I'analyse enzymatique effectuée sur des fractions
membranaires et mésosomiques chez Bacillus subtilis?2, il nous a paru important de
vérifier si la localisation des sites d’oxydo-réduction ne change pas au cours de la
transformation des bactéries en protoplastes.
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228 C. FREHEL ¢t al.

Cette étude a été faite au moyen du tellurite de potassium qui est réduit sous
forme d’aiguilles de tellure, facilement détectables:au microscope électronique. Chez
les cellules animales, ce réactif se dépose exclusivement sur les crétes mitochon-
driales®. C’est pourquoi nous l'avons utilisé comme marqueur de U'activité respira-
toire. Aucune donnée expérimentale ne permet de dire 4 quel niveau de la chaine
respiratoire il est réduit ; nous avons cependant tenté une estimation théorique de son
potentiel d’oxydo-réduction et de son site d’action.

L’acide tellureux (H,TeO;) est un diacide faible dont le second pK (7.74) cor-
respond a I'équilibre:

HTeO,~ < TeOy~ + H+

L’incubation des bactéries en présence de tellurite de potassium ayant été réalisée
a pH 7, on doit s'intéresser aux deux ions HTeO,~ et TeO4*~ donnant lieu 4 'équilibre
ci-dessus. Les réactions d’oxydo-réduction associées a ces deux ions sont alors!

TeO42~ 4 6Ht 4 4~ = Te + 3 HyO (1)

HTeO4~ 4+ sHt 4 4~ = Te + 3 H,O (2)

Les potentiels d’oxydo-réduction E, se déduisant de ces réactions sont®: (1) E, =
0.827—0.0886 pH + 0.0148 log [TeO4*~]; (2) E; = 0.713—0.0737 PH -+ 0.0148 log
[HTeO4~). Dans les conditions expérimentales utilisées (pH 7 & 37°) le potentiel
d’oxydo-réduction de ces deux ions est environ de +-0.20 V.

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

Dans ce travail, nous étudierons tout d’abord la corrélation quantitative exis-
tant entre l'activité respiratoire de la bactérie et le nombre d’aiguilles de tellure
formées. Nous suivrons ensuite la localisation des aiguilles de tellure au cours de la
formation des protoplastes et discuterons ces résultats en les comparant avec les
analyses enzymatiques effectuées sur les fractions membranaires22,

MATERIEL ET METHODES

(I) Techniques bactériologiques

La souche utilisée est la souche B. subttlis Marburg (SMY). Les bactéries sont
cultivées a 37° sous agitation vigoureuse, dans un bouillon nutritif Difco?3 ou en milieu
a I'extrait de levure additionné de glucose?2. Les protoplastes sont préparés par action
de lysozyme (20-200 ug/ml selon les expériences) sur les bactéries en suspension dans
un milieu synthétique de composition suivante: K,HPO, 10.5 g; KH,PO, 3.5 g;
NH,CI] 0.5 g; saccharose 0.5 M; eau bidistillée 1000 ml.

(II) Traitement des bactéries ou des profoplastes par le tellurite de potassium

Dans tous les types d’expériences, les échantillons sont incubés, sans agitation,
4 37°, en flacon bien rempli et bouché, en présence de 0.05 %, de tellurite de potassium.

(a) Chez les bactéries en croissance exponentielle, le tellurite de potassium est
ajouté directement dans le milieu de culture (bouillon nutritif Difco).

Pour étudier I'importance du dép6t de tellure en fonction de différents substrats
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de respiration, les bactéries sont mises a jetiner dans un tampon phosphate pendant
30 min a température ambiante sous vigoureuse agitation. Elles sont ensuite cen-
trifugées et remises en suspension dans un tampon phosphate exempt de substrat
ou additionné de I'un des substrats suivants: NADH 2.5 10-% M; succinate de sodium
2-1072 M; glucose 5-1072 M; hydrolysat de caséine 0.5 % ; extrait de levure 0.5 %.

Ces différents échantillons sont incubés pendant 30 min 4 37° en présence de
0.5 % de tellurite de potassium.

(b) Marquage au tellurite avant la formation des protoplastes. Les bactéries culti-
vées en bouillon nutritif, sont traitées 30 min au tellurite de potassium dans les con-
ditions précédemment décrites. Elles sont ensuite centrifugées et transformées en
protoplastes. Les échantillons sont prélevés a o, 10 et 20 min et fixés & la glutar-
aldéhyde.

(¢) Marquage pendant la plasmolyse et la formation des protoplastes. Les bactéries
sont centrifugées, mises en suspension dans le milieu synthétique utilisé pour la for-
mation des protoplastes ou dans du bouillon nutritif additionné de saccharose 0.5 M,
contenant 0.05 % de tellurite de potassium. Aprés 30 min de contact avec le tellurite
de potassium, on ajoute zo ug/ml de lysozyme et 1'on fixe des échantillons a o, 10
et 30 min.

(@) Marquage aprés la formation des profoplastes. Les protoplastes une fois formés
en milieu synthétique ou en bouillon additionné de saccharose regoivent 0.05%, de
tellurite de potassium et sont fixés aprés 30 min.

(¢) Marquage des fractions membranaires. Les fractions membranaires cyto-
plasmiques et mésosomiques brutes (FC et FM) sont obtenues selon la technique
décrite dans la réf. 22. Les membranes, resuspendues en tampon phosphate additionné
ou non de NADH 2.5-107% M, sont incubées en flacons bouché a 37° en présence de
0.05 %, -de tellurite de potassium pendant 30 min a 2 h. Elles sont ensuite déposées
sur des grilles porte-objet puis recouvertes d'une goutte de phosphotungstate de
sodium 2 %, puis séchées.

111. Techniques de microscopie électronique

(a) Observation des bactéries entiérves. Les bactéries préalablement traitées au tel-
lurite de potassium sont étalées sur boites collodionnées?5, fixées aux vapeurs de formol
et recueillies sur les grilles. L'observation au microscope électronique permet une
estimation du nombre et de la taille des aiguilles de tellure.

(b) Contraste négatif. 0.4 ml de l'échantillon a observer est mélangé a 0.1 ml de
glutaraldéhyde 5 % tamponnée a pH 6. Aprés 5 min de fixation, une grille porte-objet
est déposée 4 la surface de cette suspension, rapidement étanchée puis posée a la
surface d’une solution de phosphotungstate de sodium 1 9% et séchée de nouveau.

(¢) Coupes. Les échantillons sont centrifugés. Le culot est mis en suspension dans
du milieu complexe additionné d’agar 2z %. Pour les protoplastes, on ajoute du sac-
charose 0.5 M afin de conserver I’hypertonicité du milieu. Une fois solidifié, I’agar est
découpé en petits cubes qui sont fixés a la glutaraldéhyde 59 en tampon véronal
pH 6 pendant une nuit, puis laissés deux heures dans I'acétate d'uranyle et dés-
hydratés a l'acétone avant d’étre inclus dans l'araldite. La fixation au tétraoxyde
d’osmium n’a pas été utilisée, car elle fait disparaitre la plupart des aiguilles de tellure.
De méme, nous avons évité l'inclusion au Vestopal qui décolore les blocs et fait dis-
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230 C. FREHEL éf al.

paraitre les aiguilles. Les coupes, faites au microtome Porter Blum, sont contrastées
a l'acétate d’uranyle et examinées au microscope Siemens Elmiskop 1.

(IV) Mesures de la consommation d’oxygéne

Les vitesses de consommation d’oxygéne ont été mesurées par méthode polaro-
graphique a l'aide d’une électrode de Clark (oxygraph Gilson). Les mesures sont
réalisées a 30° dans un mélange contenant: 4 ml de tampon phosphate 5-10-2 M,
pH 7, préincubé a 30° et saturé d’air filtré sur filtre Seitz; 0.1 ou 0.2 ml d’une sus-
pension bactérienne contenant de I'ordre de 500 ug poids sec de bactéries; 0.1 ml de
solution de substrat.

(V) Le dosage des protéines
Il a été réalisé par la méthode de LowRy ef al.26. La courbe étalon a été établie

a chaque dosage, a 'aide d'une solution mére de lysozyme de 500 ug/ml.

RESULTATS

Dans les conditions d’expérience et de fixation employ¢ées, le tellurite de potas-
sium est réduit sous forme de petites aiguilles de tellure que 1'on distingue facilement
au microscope électronique.

Fig. 1. Bactéries traitées au tellurite de potassium en bouillon nutritif et examinées in fofo.
X 19000.

Figs. 2—7. Bactéries examinées in foto aprés avoir jeiiné, puis traitées au tellurite de potassium
en présence de différents substrats. x 19000.

Fig. 2. Aucun substrat n’a été ajouté. Quelques aiguilles de tellure sont cependant formées.

Fig. 3. Addition de succinate. Aucun changement par rapport au témoin sans substrat.
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LES SITES D’OXYDO-REDUCTION CHEZ B. subtilis 231

Fig. 4. Addition de glucose.

Fig. 5. Addition d’hydrolysat de caséine.
Fig. 6. Addition d’extrait de levure.

Fig. 7. Addition de NADH. Le nombre et la taille des aiguilles augmentent nettement apres ad-
dition des quatre derniers substrats (Figs. 4—7). Les aiguilles sont toujours associ€es en petits amas.
Ces derniers sont dispersés de fagon homogéne sur toute la surface des cellules.

(I) Etude comparative entre la réduction du tellurite et la respivation cellulaire

(a) Réduction du tellurite. Les bactéries ont été d’abord examinées in fofo, afin
de comparer le nombre et la taille des aiguilles suivant la composition du milieu
d’incubation (Figs. 1—7). Dans les deux expériences réalisées, le nombre moyen
d’aiguilles par bactérie a été établi pour chaque échantillon sur une cinquantaine de
bactéries.

Les bactéries mises en présence de tellurite dans leur milieu de croissance,
portent aprés 30 min d’incubation une trentaine d’aiguilles (Fig. 1). Les bactéries,

Biochim. Biophys. Acta, 234 (1971) 226-241



232 C. FREHEL ¢f al.

épuisées de leurs réserves endogénes puis mises en contact avec du tellurite en absence
de substrat, présentent encore une vingtaine d’aiguilles de taille trés réduite (Fig. 2),
bien que la respiration endogéne des bactéries, mesurée par polarographie soit prati-
quement nulle, 1’addition de succinate n’augmente ni le nombre, ni la taille des
aiguilles (Fig. 3). Il est probable que cette absence de réaction est due a une péné-
tration trés lente du succinate, ou a une absence du systéme de dégradation du
succinate?. La présence de glucose ou d’hydrolysat de caséine provoque la formation
de 30—40 aiguilles de taille plus importante (Figs. 4 et 5). Enfin, si l'on ajoute du
NADH ou de U'extrait de levure les aiguilles sont a la fois plus nombreuses (6070}
et plus longues (Figs. 6 et 7). Des incubations prolongées jusqu’a 45 ou 60 min aug-
mentent la taille des aiguilles sans en augmenter le nombre. Le Tableau II présente
a titre d’exemple les chiffres précis d'une des expériences réalisées.

TABLEAU II

ETUDE DE LA FORMATION DES AIGUILLES DE TELLURE CHEZ DES BACTERIES EPUISEES DE LEURS
RESERVES ENDOGENES PUIS MISES EN PRESENCE DE DIFFERENTS SUBSTRATS

Substrat ajouté Nombre Nombre total Nowmbre

de bactévies d’aiguilles d’aiguilles

examinées par bactévie
- 50 1150 23 3
Succinate 50 1150 23 + 3
Casamino-acides 42 1340 32 + 3
Glucose 55 2250 41 4+ 4
NADH 42 2440 58 + 4
Extrait de levure 48 3140 65 + 4

(B) Mesure de la vespiration cellulaive. La vitesse de respiration de B. subtilis
maintenu dans son milieu de culture est de Qo, = 240 + 20 ul/h et mg de poids sec.
Si, au cours de la mesure, on ajoute de l'extrait de levure a raison de 0.5% (p/v),
la valeur de Qq, s'éléve a 390 4 25 (résultats obtenus sur huit cultures différentes).
Ces mesures se faisant par méthode polarographiques dans un espace de temps trés
court (moins de 1/10 du temps de génération), il s’agit bien de vitesse de respiration
pratiquement indépendante de l'augmentation de la masse cellulaire. Notons que
CHAIX et al.?® ont obtenu des chiffres analogues avec la souche B. subtilis 3610.

Afin d’apprécier la vitesse de respiration de la cellule de B. subtilis en fonction
de différents substrats nous avons tenté de réduire la respiration endogéne des bac-
téries, soit par lavage, soit par carence de 30 min. Le Tableau I1I résume les résultats
obtenus. La respiration des bactéries, récoltées mais non lavées, est élevée; 'accélé-
ration de cette respiration n’est possible qu’avec de I'extrait de levure. Par contre,
des lavages répétés ou un jeline de 30 min, abaissent cette respiration endogéne, sans
altérer toutefois la capacité des bactéries a dégrader les substrats ajoutés. On observe
une augmentation nette de la vitesse de respiration des bactéries carencées, surtout
aprés addition d’extrait de levure ou de NADH. L’augmentation enregistrée est plus
faible aprés addition d’hydrolysat de caséine et de glucose. En revanche, il n’a jamais
été possible d’accélérer la respiration endogéne de B. subtilis en utilisant le succinate
comme substrat. La parfaite concordance entre les mesures de respiration et le dépdt
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TABLEAU III

VARIATION DES VITESSES DE RESPIRATION (Qo,, ul/h ET mg POIDS SEC) DE CELLULES DE B. subtilis

A L'ETAT NON PROLIFERANT, APRES CULTURE SUR MILIEU A L’EXTRAIT DE LEVURE ADDITIONNE
DE GLUCOSE

Les valeurs indiquées sont des valeurs moyennes, obtenues avec 8 cultures différentes. L’écart
4 la moyenne a été de 10-15%.

Cellules de Substrat, Qos
B. subtilis récoltées respiration suy
Non lavées — 150

Extrait de levure 0.5 9, 225
Glucose 5-1072 M —_
Casamino-acides 0.5 %, —

Lavées 1 fois — 8o
Extrait de levure 0.59, 170
Glucose 5-1072 M 102
Casamino-acides 0.5 %, 62
Lavées 2 fois — 30
Extrait de levure 0.5 9 170
Glucose 5-1072 M 96
Casamino-acides 0.5 %, 60
Carence de 30 min — 40
Extrait de levure 0.5 9% 140
Glucose 5-10-2 M 100
Casamino-acides 0.5 %, 9o
Succinate 2-1072 M 40
NADH 2.5-10* M 165

de tellure formé selon le substrat ajouté montre que le tellurite de potassium rend
compte d'une réaction d’oxydo réduction liée A la respiration.

(I1) Localisation des aiguilles de tellure sur coupes

(a) Etude faite sur des bactéries en croissance ow mises en présence de divers sub-
strats. L’examen des coupes de bactéries traitées au tellurite de potassium dans leur
milieu de croissance (bouillon nutritif) révéle toujours un nombre trés restreint
d’aiguilles. Ceci n’a d’ailleurs rien de surprenant puisque le volume cellulaire contenu
dans une coupe ne représente qu'une petite fraction du volume total (entre 1/15 et
1/50 selon le plan de la coupe par rapport au grand axe de la bactérie). La détermi-
nation de la localisation des aiguilles de tellure nécessite donc 'examen d’'un grand
nombre de coupes. Il ressort de cet examen que la plupart des aiguilles sont localisées
sur la face interne de la membrane cytoplasmique (Figs. 8 et 9). Quelques unes sont
situées sur la membrane qui forme la poche mésosomique (Figs. g et 10) mais il est
trés exceptionnel d’en rencontrer 4 Uintérieur des mésosomes.

Une détermination quantitative du nombre des aiguilles présentes sur 78 coupes
bactériennes, dont 28 présentaient un mésosome, montra que sur les 237 aiguilles
dénombrées, 213 se trouvaient sur la membrane cytoplasmique, 21 étaient localisées
sur la membrane formant la poche mésosomique et que 3 seulement ont été observées
a l'intérieur de mésosomes. Dans les conditions expérimentales utilisées, aucun dépot
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Figs. 8~10. Coupes de cellules de B. subtilis traitées pendant 30 min au tellurite de potassium.
Les aiguilles se sont déposées sur la face interne de la membrane cytoplasmique et souvent sur
la membrane formant la poche mésosomique. En revanche, on ne trouve pas d’aiguille de tellure
4 I'intérieur des mésosomes. Fig. 8 x 55000. Fig. 9 x 40000. Fig. 10 X 65000.

granulaire identique a celui signalé par VAN ITERSON ET LEENE® ne s’est formé a
U'intérieur des mésosomes.

L’addition de différent substrats (NADH, succinate, de sodium, glucose, hy-
drolysat de caséine, extrait de levure} ne modifie pas la localisation des aiguilles de
tellure, contrairement aux observations faites par Nermut en contraste négatif (com-
munication personnelle). D’ailleurs, cette localisation éventuelle d’aiguilles de tellure
dans les mésosomes est difficile a faire, car aprés 30 min de jefine {méme sous vigou-
reuse agitation}, les mésosomes sont souvent altérés et disparaissent en grande partie
(Fig. 11).

(b) Etude faite sur des protoplastes. Les études précédentes?®=3! ont montré que
I'introduction de B. subtilis en milieu hypertonique provoque 'ouverture de la poche
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Fig. 11. Mésosome d’une cellule de B. subtilis ayant jctiné pendant 45 min en tampon phosphate.
11 ne contient plus ni tubules ni vésicules. x 45000.

Fig. 12. Protoplaste de B. subtilis observé en contraste négatif. Il s’est lysé au cours de la prépa-
ration et les vésicules des tubules mésosomiques se sont séparées et ont éclatés. x 30000.

TABLEAU IV

LOCALISATION DES AIGUILLES AU COURS DE LA FORMATION DE PROTOPLASTES

Localisation des aiguilles Addition de tellurite

Avant la Pendant la Apreés la
formation de  formation de  fovmation de
protoplastes protoplastes protoplastes

(Fig. 13) (Fig. 14) (Fig. 15)
Membrane cytoplasmique + + +
Membrane mésosomique — — —
Cytoplasme (amas d’aiguilles) — + +

mésosomique et la sortie des tubules mésosomiques. Ainsi, les bactéries plasmolysées
et les protoplastes ne contiennent jamais de mésosomes intracytoplasmiques mais
portent des tubules mésosomiques externes. Examinés en contraste négatif32, les
tubules mésosomiques se présentent généralement sous l'aspect d'un chapelet de
petites vésicules. Ces vésicules paraissent assez fragiles, se séparent les unes des autres,
se déforment et éclatent facilement sous l'effet de choc osmotique (Fig. 12). Clest
pourquoi, les tubules mésosomiques isolés et purifiés se présentent presque toujours
sous I'aspect de vésicules isolées, souvent gonflées et parfois méme éclatées (Fig. 18)22.

L’addition de tellurite de potassium avant, pendant ou aprés la formation des
protoplastes a conduit aux observations résumées dans le Tableau IV et illustrées
par les Figs. 13-16. Dans toutes les conditions de marquage utilisées, les aiguilles se
forment le long de la membrane cytoplasmique. Dans de nombreux cas, les aiguilles
sont situées prés du point d’insertion des tubules mésosomiques (Figs. 15 et 16), mais
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Fig. 13. Cellule de B. subtilis traitée au tellurite de potassium sous sa forme bacillaire puis trans-
formde en protoplaste. Les aiguilles de tellure sont située sur la membrane cytoplasmique et
notamment prés du site d’insertion de tubules mésosomiques, mais les tubules mésosomiques
eux-méme ne portent jamais d’aiguilles de tellure. x 60o000.

Fig. 14. Cellule de B. subtilis traitée au tellurite de potassium pendant la plasmolyse et I’action
du lysozyme. Les aiguilles de tellure se sont déposées sur la membrane cytoplasmique et non
sur les tubules mésosomiques déroulés. Un amas d’aiguilles est visible dans le cytoplasme de
la cellule de droite. X 50000.

les tubules mésosomiques eux-mémes ne portent jamais d’aiguilles quelque soit le
moment ol ce marquage a eu lieu.

Cependant, lorsque le marquage au tellurite est fait en milieu hypertonique,
c’est-a-dire pendant la formation des protoplastes ou aprés leur formation, les bac-
téries plasmolysées ou les protoplastes contiennent des amas d’aiguilles & I'intérieur
du cytoplasme, dans des régions périphériques dépourvues de ribosomes (Fig. 14).
Ces régions cytoplasmiques ne peuvent en aucun cas correspondre a des mésosomes,
d’une part parce que les cellules plasmolysées et les protoplastes ne contiennent jamais
de mésosomes intracytoplasmiques et d’autres part parce que ces régions ne présentent
jamais la structure vésiculaire ou tubulaire des mésosomes. L’existence de ces amas
d’aiguilles de tellure, déja signalée par KAWATA ef al.3® chez des protoplastes de
Bacillus megaterium, n’a jamais été observée chez des bactéries marquées en milieux
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Figs. 15 et 16. Protoplastes de B. subtilis traités au tellurite de potassium aprés leur formation.
Les aiguilles se trouvent sur la membrane cytoplasmique mais jamais sur les tubules mésosomiques
déroulés (m). Sur la Fig. 16 on voit de nombreuses aiguilles qui se sont formées prés du point
d’insertion des tubules mésosomiques. Fig. 15 X 45000. Fig. 16 X 50000.

hypo- ou isotonique. Il semble donc que I'introduction des bactéries en milieu hyper-
tonique entraine le déplacement d’enzymes d’oxydo-réduction de la membrane vers
le cytoplasme. Ce déplacement d’enzymes semble toutefois assez faible sil’on se référe
au contréle d’activité NADH déshydrogénase effectué dans la fraction cytoplasmique
soluble?2,

Si la formation des protoplastes est faite en présence de saccharose 1 M au lieu
de 0.5 M, la localisation des aiguilles de tellure est la méme, mais les aiguilles sont
plus petites et moins nombreuses. L’influence de I’hypertonicité du milieu sur 'ac-
tivité respiratoire de la bactérie est également illustrée par les mesures effectuées a
loxygraph Gilson (Fig. 19). Cet abaissement respiratoire est probablement dii aux
profonds remaniements que subit la membrane cytoplasmique dont la surface diminue
considérablement lorsque les bactéries sont introduites en milien hypertonique. Ces
remaniements doivent étre d’autant plus importants que I'hypertonicité du milieu
est élevée.

(I11) Marquage au tellurite de potassium des fractions membranaives cyvtoplasmiques et
mésosomiques brutes

La fraction membranaive cyfoplasmique brufe se présente en contraste négatif
sous l'aspect de fragments membranaires de tailles variées, mais généralement assez
grands auxquels sont mélés quelques tubules mésosomiques ou de petites vésicules
(Fig. 17)%2. Aprésincubation a 37° pendant 1-2 h en présence de tellurite de potassium
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Fig. 17. Fraction membranaire cytoplasmique brute marquée pendant 2 h au tellurite de potassium
en présence de NADH puis examinée en contraste négatif. Les aiguilles de tellure se sont formées
sur les membranes cytoplasmiques et non sur les petites vésicules ou les fragments de tubules
mésosomiques contaminant cette fraction. x 30o000.

et de NADH, les gros fragments membranaires portent tous des aiguilles de tellure;
toutefois le nombre des aiguilles parait nettement inférieur a celui observé i vivo
malgré un temps d’incubation plus prolongé. En revanche, on ne trouve presque
jamais d’aiguilles sur les tubules mésosomiques ou les petites vésicules.

La fraction membranaire mésosomique brute est constituée d’'un grand nombre
de tubules mésosomiques et de petites vésicules et d'un nombre plus ou moins élevé
de fragments membranaires cytoplasmiques®.. Lorsque cette fraction est mise en
présence de NADH et de tellurite, les aiguilles de tellure qui se forment sont toujours
localisées en grande majorité sur les membranes cytoplasmiques (Fig. 18). Bien qu’il
soit impossible de faire une véritable étude quantitative, car il n’existe pas de point
de référence quant aux surfaces membranaires examinées, nous pouvons affirmer
toutefois que 9o % des aiguilles observées dans les deux expériences réalisées sont
déposées sur les gros fragments membranaires et que 10 % seulement sont situés sur
de petites vésicules dont il est impossible d’identifier I'origine. La présence de flagelles
sur quelques unes d’entre elles indique cependant que certaines des vésicules marquées
au tellure correspondent a de petits fragments de membranes cytoplasmiques et non
a des vésicules mésosomiques.

Comme nous l'avons deja signalé pour la fraction membranaire cytoplasmique,
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Fig. 18. Fraction mésosomique brute marquée au tellurite de potassium pendant 2 h en présence
de NADH puis examinée en contraste négatif. Les quelques aiguilles de tellure visibles sont situées
sur les gros fragments membranaires cytoplasmiques contaminant cette fraction. Il est exception-

nel d’en trouver sur les tubules mésosomiques et les petites vésicules qui composent cette fraction.
X 30000.
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Fig. 19. Effet de I’hypertonicité du milieu sur la vitesse de respiration de B. subtilis SMY. +---4-,
variation de la vitesse de respiration endogéne; @---@, variation de la vitesse de respiration

en présence d'une solution d’extrait de levure 0.59%. Qg, = ul de O, consommé par h et par mg
de poids sec.

le nombre des aiguilles n’est jamais aussi élevé sur les fragments membranaires que
sur les bactéries marquées n vivo. Cette diminution de la capacité des membranes
de réduire le tellurite de potassium est probablement due au traitement qu’elles ont
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subi lors de leur séparation; il est également vraisemblable que les conditions de
réaction ne sont pas identiques & celles existant & l'intérieur des bactéries vivantes.

En plus de la formation des aiguilles de tellure, il se forme toujours dans les
deux types de fractions membranaires un précipité trés grossier offrant I'aspect de
petites sphéres denses aux électrons de 0.0I u de diamétre aggrégées les unes aux
autres. Ce précipité semble se former dans le milieu de réaction et ne s’associer ni
aux membranes cytoplasmiques ni aux mésosomes. 11 semble toutefois résulter d'une
réaction enzymatique car il n’apparait que lorsque NADH est ajouté 4 la suspension
de membranes et de tellurite. Pour 'instant, la formation de ce précipité qui parait
tout a fait différente de celle des aiguilles de tellure reste inexplicable.

DISCUSSION

Cette étude montre tout d’abord que la formation d’aiguilles de tellure reflete
T'activité respiratoire de la bactérie, puisque le nombre et la taille des aiguilles sont
proportionnels 4 la consommation de O, mesurée dans l'oxygraph de Gilson.

La localisation des aiguilles de tellure sur la membrane cytoplasmique semble
indiquer que l'activité respiratoire de la bactérie est essentiellement située sur cette
enveloppe. En revanche, 'absence quasi totale d’aiguilles sur les tubules mésosomique
indique que ces structures membranaires ne jouent pas un role prépondérant dans la
respiration. Ces conclusions sont entiérement confirmées par I'analyse enzymatique
des fractions membranaires cytoplasmiques et mésosomiques effectuées chez B. sub-
tilis?%: 34, Ces résultats sont également en accord avec 'analyse enzymatique entreprise
chez d’autres bactéries Gram positif!3. 18,19,

Comme nous I'avons vu, la localisation des aiguilles de tellure ne change pas
au cours de la formation des protoplastes quelque soit le moment ol le marquage
a lieu. Elle persiste également dans les fractions membranaires. On peut donc affirmer
que la technique d’isolement des mésosomes et des membranes cytoplasmiques, néces-
sitant la transformation des bactéries en protoplastes, ne provoque pas de changement
dans la localisation des enzymes respiratoires et que les mesures d’activité enzyma-
tique effectuées surces fractions refiétent assez exactement la situation existant i» vivo.

Si I'ensemble des études enzymatiques faites chez diverses bactéries Gram
positif indiquent que les mésosomes ne jouent pas de réle important dans la respi-
ration?% 18,19,22 j] reste 4 déterminer le type de réactions d’oxydo-réduction que
beaucoup d’auteurs ont observé a l'aide de diverses techniques cytochimiques (voir
Tableau I). Bien que l'utilisation de ces techniques soit délicate et que les conditions
d’expérimentation puissent en fausser parfois I'interprétation, il parait hors de doute
que les mésosomes sont le siége de réactions d’oxydo-réduction. Il n’est pas impossible
qu’elles soient associées a la présence de certains cytochromes que FERRANDES ET
CHAIX® et LUBOCHINSKI ET BURGER® ont trouvé dans la fraction mésosomique et
non dans la fraction membranaire cytoplasmique.

RESUME

Cette étude porte sur la localisation des sites d’oxydo-réduction chez Bacillus
subtilis détectables au moyen du tellurite de potassium. Ce sel se dépose sous forme
de petites aiguilles visibles au microscope électronique. Leur taille et leur nombre
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varient en fonction du substrat et restent proportionnels aux mesures de respiration.
Ces aiguilles se déposent exclusivement sur la membrane cytoplasmique et jamais
a l'intérieur des mésosomes. Cette localisation ne change pas au cours de la formation
des protoplastes et du déroulement des tubules mésosomiques. Ceci indique que la
technique de séparation des mésosomes et des membranes cytoplasmiques qui com-
porte la formation de protoplastes, n’entraine pas de changements importants dans
la localisation des enzymes respiratoires.
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