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buf fe r  a t  p H  5.7. The  p r e p a r a t i o n s  were r insed  in t a p  
w a t e r  a n d  m o u n t e d  in d is t i l led  water .  The  obse rva t i o n s  
were car r ied  ou t  u n d e r  the  NIL-2 f luorescen t  microscope  
(USSR)  us ing  phase  con t ras t ,  l i gh t  a n d  f luorescen t  
microscopy.  

T h e  obse rva t i ons  h a v e  shown  t h a t  f luorescen t  s i te  of 
t h e  Y c h r o m o s o m e  is assoc ia ted  w i t h  t he  nucleolus.  I n  t h e  
neurons ,  especial ly  in  t he  large ones, d u r i n g  f luorescen t  
mic roscopy  t he  nucleolns  a p p e a r s  d i f fe ren t ly  t o  t he  r e s t  of 
t he  nuc leop lasm and  is f r e q u e n t l y  s u r r o u n d e d  b y  a 
f luorescen t  r im  of c h r o m a t i n  (Figure la)  aga ins t  t he  back-  

g r o u n d  of wh ich  con t r a s t s  t h e  b r i g h t l y  f luorescen t  b o d y  
of t h e  chromosome.  Af te r  s t a in ing  t h e  p r e p a r a t i o n  w i t h  
m e t h y l  green  p y r o n i n e  accord ing  to  t h e  s t a n d a r d  tech-  
nique,  i t  was  e x a m i n e d  t h r o u g h  pass ing  l igh t  an d  t h e  
p r e l i m i n a r y  suggest ions  h a v e  been  conf i rmed  t h a t  t h e  
b o d y  in t h e  nuc leus  cor responds  to t h e  nucleol  (Figure  lb ) .  

I n  o rder  to  i den t i fy  t h e  nucleol i  r ap i d l y  in s tud ies  of 
a large  n u m b e r  of nuc le i  u n d e r  t h e  f luorescen t  microscope,  
phase  c o n t r a s t  mic roscopy  was used (Figures  2b,  3b  a n d  
4b) .  S t a in ing  us ing  m e t h y l  green  p y r o n i n e  a n d  phase  
c o n t r a s t  were compared .  B o t h  t echn iques  p r o v e d  to be  
equa l ly  good for nucleol i  iden t i f i ca t ion .  I n  add i t ion ,  
phase  c o n t r a s t  mic roscopy  m a d e  i t  possible  to  d iscern  
cases w h e n  l ipofusc in  or l ipids  due  to t h e  t y p e  of t h e i r  
f luorescence re semble  t h e  Y chromosome.  

T h e  f luorescen t  b o d y  of t h e  Y c h r o m o s o m e  usua l ly  has  
t h e  f igure  of a c rescent  ly ing  close to t h e  concave  p a r t  
of t h e  nucleolus .  I t  seems t h a t  t h e  Y c h r o m o s o m e  is one 
of t h e  a c c u m u l a t i o n s  in  t h e  nuclei  of t h e  neurons ,  the  
so-called pa ranuc l eo l a r  c h r o m a t i n  are  ident ica l .  

Sexual  d i m o r p h i s m  in  t h e  p r e p a r a t i o n s  was clear-cut .  
I n  t h e  b r a i n  of female  origin,  on ly  weak  f luorescence of 
t h e  c h r o m a t i n  s t ruc tu re s  was observed,  i nc lud ing  t h e  
nuc lea r  c h r o m a t i n .  Counts  of nucle i  in  t h e  neu rons  of t h e  
b r a i n  of ma le  or ig in  c o n t a i n i n g  b o t h  t h e  f luorescen t  s i te  
of t h e  Y c h r o m o s o m e  an d  t h e  nucleolus  show t h a t  these  
2 s t r u c t u r e s  are of ten  associated.  

An  assoc ia t ion  b e t w een  t h e  nucleol i  an d  t h e  Y chromo-  
some in t h e  i n t e r p h a s e  cells of cu l tu res  of h u m a n  f ibro-  
b la s t s  was r epo r t ed  b y  BOBROW et  aI. 3, a n d  t h e  same  
assoc ia t ion  in t h e  l y m p h o c y t e  t issue b y  GAGNE an d  
LEBERGE 4. 

Thus ,  t h e  assoc ia t ion  of t h e  f luorescen t  s i te  of t h e  Y 
c h r o m o s o m e  a n d  t h e  nucleolus  seems to be  a genera l  rule  
for t h e  t i ssues  of man ,  j u s t  as t h e  loca l iza t ion  of sex 
c h r o m a t i n  on  t h e  nuc lea r  m e m b r a n e .  
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Nuclei of neurons of the human brain. 1. The hypothalamus. 2. The 
cortex. 3. The medulla. 4. The pont. a) staining by quinacrine 
dihydrochloride and quinacrine mustard; b) staining by nmthyl 
green-pyronine; b') phase contrast. • 1400. 
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l~tude g6n6t ique  de m u t a n t s  Mal  indu i t s  par  la n i t r o s o g u a n i d i n e  c h e z  Escherichia  coil 

Deux  loci, malA el malB,  son t  impl iqugs  darts le m & a -  
bol i sme du  mal tose  chez E.  colt 1 alors  que  les g~nes 
uvrA ~,3 et  exrA a,~, localis6s dana  la r6gion malB,  con-  
f~rent /~  la souche B, d6j~ plus  sensible  aux  n l t r a v i o l e t s  
que  la p l u p a r t  des au t r e s  souches  de cet  organisme,  une  
sens ibi l i t6  encore  plus  g rande  ~ cet  agent .  

Aprgs  avo i r  6valu6 Ia f r6qnence  de m u t a t i o n  de diff6- 
r e n t s  m a r q u e u r s  g6n6t iques  de  m~me  que  le t a u x  de 
r6vers ion  de m u t a n t s  Mal  i n d u i t s  darts B251  p a r  NG, 
nous  avons  d6 te rmin6  l ' a p p a r t e n a n c e  des m u t a n t s  Mal  
U V  s g la r6gion malA ou malB  e t a v o n s  proc6d6 ~ une  
ana lyse  g6n&ique  des m u t a n t s  de t y p e  m a l B  U V  s. 
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2Vlaldriel el mdthodes. 1. Souches  bac t6r iennes ,  bact6r io-  
phages ,  sensibi l i t6  a u x  U V  et  t r a n s d u c t i o n  : Les  propr i6 t6s  
g6n6t iques  des  souches  bac t6 r i ennes  e t  les m 6 t h o d e s  
ut i l is6es so n t  d6j~ c o n n u e s  5. 2. Mil ieux et  m 6 t h o d e s  de 
cu l tu re :  A m o i n s  d ' a v i s  contra i re ,  its son t  te ls  que  
d6cr i ts  p a r  OREENBER6 i,6. 3. Modi f ica t ion  du p h a g e  pa r  
l ' h6 t e  <~ h o s t  cell r e a c t i v a t i o n  ~>: Cet te  m 6 t h o d e  a 6t6 d6cr i te  
a u t r e  p a r t  8. 4. S61ection des m u t a n t s  : Les  bact6r ies  d ' u n e  
cu l tu re  en  p h a s e  l o g a r i t h m i q u e  de la souche  13251 
(malB ,~s), cu l t iv6es  d ans  5 ml  de boui l lon  t r y p t o n e ,  son t  
lav6es pu is  raises en s u s p e n s i o n  d a n s  u n  v o l u m e  6gal de 
t a m p o n  TM (pH 5.5) c o n t e n a n t  50 #g /ml  de NG. Apr6s  
30 rain  de t r a i t e m e n t ,  1 m l  de m a l t o s e  10% et  i m l  de 
t a m p o n  TM so n t  a jou t6s  ~ la suspens ion .  Le t o u t  es t  
incub6  5~ 37 ~ p e n d a n t  3 h pou r  8tre ensu i t e  6ta16, sans  
d i lu t ion ,  su r  mi l ieu  i n d i ca t eu r  T T C  c o n t e n a n t  du  ma l to se  3. 

Rdsultats et discussion. 900 m u t a n t s  Mal, purif i6s  et  
t es t6s  de fagon appropri6e,  f u r e n t  s61ectionn6s pu is  
class6s selon leur  sensibi l i t6  a u x  U V  et  /~ Z (Tableau  I). 
E n v i r o n  10% d ' e n t r e  e u x  f u r e n t  a b a n d o n n 6 s  ~ cause  
d ' u n e  suscept ib i l i t6  a u x  U V  plus  ou m o i n s  s table .  Les  
souches  a u x o t r o p h e s  et  de t y p e  deaky~>, f ac i l emen t  
d i s t ingu6es  su r  mi l ieu  i nd i ca t eu r  T T C  et  DM mal tose ,  se 
ch i f f ra ien t  r e s p e c t i v e m e n t  5~ 27% et  5. 9%. I1 es t  c o n n u  

Tableau I. R6partition des diff6rents mutants Mal d'apr6s leur 
sensibilit6 aux UV e t a  

Fr6quence(%) 

Z 

UV )~r ,~s 

16.4 (Bs-2) 8.9 7.5 

53.0 (B) 36.0 17.0 

21.6 (B/r) 10.6 11.0 

La susceptibilit6 des diff6rentes souches mutantes aux UV a 6t6 
d6termin6e en Ia eomparant a celle des souehes Bs-2, Be t  B/r. 

Tableau II. R6partition des mutants Mal d'apr6s la fr6quence de 
r6version enregistr6e pour chaque souche apr6s 6talement d'environ 
101~ cellules/ml sur milieu DM eontenant du maltose 

Fr6quence de r6version (%) 

Non r6vertants R6vertants 

46 

~ 1 0  s < 1 0  6 

36 18 

que  l ' e f fe t  de N G  sur  le c h r o m o s o m e  bac t6 r ien  t o u c h e  u n  
g r a n d  n o m b r e  de s i tes  ~ la foisT; et  le fa i t  que  ce r t a ins  
des m u t a n t s  ana lys6s  p o u v a i e n t  diff6rer de la souche  
originelle p a r  u n  ou p lus i eu r s  carac t6res  ~ la fois, confir-  
m e n t  ces r6su l ta t s .  

F r6quence  de r6version.  L ' 4 t a l e m e n t  d ' e n v i r o n  10 t~ 
ce l lu les /ml  su r  mi l ieu  DM m a l t o s e  nous  a perrriis de 
c o n s t a t e r  que  le t a u x  de r6vers ion  des souches  m u t a n t e s  
es t  t r6s  va r i ab le  (Tab leau  II).  Selon l ' h y p o t h 6 s e  de 
D e me re c  s, il s emble  que  l ' absence  de r6vers ions  man i f e s t6e  
d a n s  46% des cas soit  a t t r i b u a b l e  ~ de la d616tion. 

Class i f ica t ion  ell malA~ ou malB. L ' a p p a r t e n a n c e  des  
m u t a n t s  Mal U V  s ~ malA ou malB a 6t6 d6 te rmin6e  pa r  
t r a n s d u c t i o n ,  selon ia t e c h n i q u e  ut i l is6e p lus  t 6 t  pa r  
SINGH 9. N ous  a v o n s  pu  a ins i  d 6 m o n t r e r  q u ' e n v i r o n  40% 
de ces souches  m u t a n t e s ,  au  p h 6 n o t y p e  t r6s  s imilaire ,  
6 t a i en t  de t y p e  malA et  60% maIB (Tab leau  I I I ) .  I1 
semble  donc  que  ces d e u x  loci, l ' u n  et  l ' a u t r e  imp l iqu6s  
darts le m 4 t a b o l i s m e  du  mal tose ,  m o n t r e n t  une  Sensibilit6 
d i f f6rente  k NG. I1 es t  difficile k ce po in t  de conclure  de 
fa~on dgf in i t ive  et  d ' a t t r i b u e r  ce t te  v a r i a t i o n  ~ des  
diff6rences da ns  l ' ac t iv i t6  p e r m 6 a s i q u e  de ces d e u x  g6nes 
ou ~ une  s6quence  de bases  p lus  sens ib les  ~ cet  a g e n t  
d a n s  le locus malB. I1 nous  a 6ga l e me n t  6t6 p e r m i s  de 
c o n s t a t e r  qu'~t la su i te  de la t r a n s d u c t i o n  du  carac t6re  
Mal+ de 13251 e t  AB1911 (malB+2~) d a n s  12 m u t a n t s  
malB, 80 -90%  des  r e c o m b i n a n t s  o b t e n u s  pou r  11 d ' e n t r e  
e ux  6 ta len t  auss i  r 6 s i s t a n t s  a u x  U V  que  la souche  dona-  
t r ice;  alors que  d a n s  u n c a s ,  l ' a cqu i s i t i on  s i m u l t a n 6 e  de 
ces d e u x  carac tgres  n ' 6 t a i t  r6alis6e que  d a n s  19% des  cas. 
La  n a t u r e  de ce ph6nom6ne ,  r e s t r e i g n a n t  a ins i  la co t r ans -  
duc t i on  du carac tgre  Mal+ avec  la r6s i s tance  a u x  UV, 
n ' e s t  pas  tr6s claire. 

Modi f ica t ion  du p h a g e  pa r  l 'h6te .  La  souche  Bs-2 
(exrA HCR+) p e u t  r6ac t iver  les p h a g e s  p r 6 a l a b l e m e n t  
t ra i t6s  a u x  U V  alors  que  Bs-1 (ezrA H C R - )  et  AB1886  
(uvrA H C R - ) e n  son t  incapab les  3,4. Or env i ron  18% de 
nos  m u t a n t s  Mal U V  s 6 ta ien t  de t y p e  H C R - .  

Summary. I n  t he  course  of t he  p r e s e n t  i nves t iga t ions ,  
N G  induc e d  Mal m u t a n t s  of E. coli B were sub j e c t e d  to 
t he  fol lowing s tud ie s :  1. m u t a t i o n  r a t e  for d i f fe ren t  
gene t ica l  c ha r a c t e r s ;  2. f r e q u e n c y  of r evers ion  to  wild 
t y p e ;  3. c lass i f ica t ion  of Mal  U V  ~ m u t a n t s  for malA or 
malB; 4. genet ica l  ana lys i s  of t h e  malB U V  ~ m u t a n t s .  
I t  was  f o u n d  t h a t  a p p r o x i m a t e l y  40% of t h e  Ms1  U V  s 
m u t a n t s  m a p p e d  a t  malA a nd  60% a t  malB. 

Y. S. CHUN~ et  C. HAMELIN 10 

D@artement des Sciences biologiques 
Universitd de Montrdal, C. P. 6728, Montrdal 107, 
(Qudbec, Canada ), 73 avril 7973. 

Tableau III. R6partition des mutants Mal UV s scion leur appar- 
tenance k malA ou malB et leur susceptibilit6 au phage ,~ 

Fr6quence (%) 

rnal A mal B 
40 60 

82 18 61 39 
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