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type strains were obtained from the American Type Cul- 
ture Collection: M.fortuitum ATCC 6841, M.chelonei 
ATCC 19977, M. smegmatis ATCC 19420, M.phlei ATCC 
11758 and M. vaccae ATCC 15483. Rapidly growing myco- 
bacteria isolated in the microbiology laboratory of the 
Methodist Hospital as well as strains from the Center for 
Disease Control and College of American Pathologists 
survey isolates were also tested. 
All cultures had been grown for 5-7 days at 36 ~ in 5% 
CO 2 atmosphere and were inspected for growth. Both the 
TAD and TAB media supported growth of all strains of 
M.fortuitum and M. chelonei capable of growing on Mac- 
Conkey agar, while inhibiting the growth of aI1 other 
rapidly growing mycobacteria (table). The growth of 
M.fortuitum and M. chelonei on TAD media was more 
luxuriant than on TAB media. 
Detection of arylsulfatase activity was performed by flood- 
ing the plate with 2.0 M solution of sodium carbonate. 
Colonies with arylsulfatase activity become pink, indicating 
the release of phenolphthalein from the substrate. All 
strains of M.fortuitum and M. chelonei were positive for 
arylsulfatase. 
Various representatives of bile tolerant Enterobacteriaceae, 
including Salmonellae, capable of growing on MacConkey 
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agar also grew on TAB and TAD agar plates, but their 
colonies became visible after overnight incubation and they 
were invariably arylsulfatase negative. 
The tryptose-arylsulfate-desoxycholate and tryptose-aryl- 
sulfate-bile salts media can be used for the isolation and 
simultaneous identification of M.fortuitum complex from 
processed sputum specimens. The use of TAD or TAB 
media for this purpose is economical because it obviates the 
need for subculturing and reduces the total time required 
for the identification of pathogenic, rapidly growing myco- 
bacteria. 
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Pr6paration des acides desoxyribonucl6iques de foie de rat par filtration sur Ultrogel A 2 

Preparation of D N A  from rat liver by gel filtration on Ultrogel A 2 
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Summary. Rat liver DNA was prepared by 2 successive filtrations on Ultrogel A 2 (LKB, Sweden). The method gives a 
high yield (2.33 mg/g of fresh liver) of pure (A260/A230 = 2.44, m260/A280= 1.88) HMW-DNA (s = 26.2 S). 

Materiel et mkthodes. Le foie de rat est conserv6 ~t - 25 ~ 
L'organe, encore congelr, est coup6 en tranches minces. 2 g 
de tissu sont homogrnrisrs h 20 ~ h l'aide d'un homogr- 
nriseur Polytron dans 10 ml de LiC1 2 M, tris 0,01 M, 
pH 7,5. L'homogrnat est laiss6 30 min ~t 2~ et agit6 
doucement /t la main 2 ou 3 fois. I1 est ensuite centrifug6 
30 rain ~ 25 000 • g h 0 ~ Le surnageant est soumis /t 2 
filtrations successives sur Ultrogel A 2. Le haut de chacune 
des colonnes C1 et C2 est muni d 'un entonnoir servant de 
r6servoir et restant h demeure. Le drbit des colonnes, 
assur6 par 2 pompes prristaltiques P1 et P2, est de 3 ml/  
cm 2 - h. La filtration est descendante et s'effectue/~ 20 ~ 
L'Ultrogel A 2 de la colonne CI (2,5 • 24 cm) est 6quilibr6 
avec NaC1 2 M, EDTA 2,5 mM, pH 7,5. Nous drposons 
5 ml de surnageant directement ~t la surface du gel. Lorsque 
l'rchantillon a entirrement prnrtr6 dans le gel, nous rem- 
plissons l 'entonnoir de C1 de tampon NaC1 0,1 M, SDS 
0,1%, tris 0,01 M, pH 7,5. L'absorbance/i 260 nm de l'61uat 
est enregistrre. Tant qu'aucun compos6 absorbant ~t cette 
longueur d'onde n'est drtectr, l'61uat est 61iminr. 
L'Ultrogel A 2 de la colonne C2 (2,5 • 48 cm) est 6quilibr6 
avec NaC1 0,1 M, SDS 0,1%, tris 0,01 M, pH 7,5. Aprrs 
avoir drpos6 le surnageant sur la colonne C1, on drpose 
30 mg de protrase VI (Sigma) dans 30 ml de NaC1 0,2 M, 
tris 0,05 M, SDS 0,2%, pH 7,5 h la surface du gel de la 
colonne C2. Lorsque la protrase a enti~rement prn~tr~ 
dans le gel, la pompe P2 est arr~tre. 

Au moment off un pic commence h appara~tre dans l'61uat 
de C1, on fait couler ce dernier dans l 'entonnoir de C2, et 
l'on rrgle P2 de fa~on h ce que son drbit soit 6gal h celui de 
P1. On drsolidarise de nouveau les 2 colonnes aprrs le 
passage du premier pic de CI, et l 'on remplit l 'entonnoir de 
C2 avec son tampon d'rquilibration. L'absorbance des 
fractions recueillies/t la sortie de C2 est lue au spectropho- 
tomrtre ~t 230, 260 et 280 nm. 
Pour une utilisation ultrrieure, le gel de C1 est r66quilibr6 
avec NaC1 2 M, EDTA 2,5 mM, tris 0,01 M, pH 7,5, aprrs 
avoir fait passer au moins 100 ml de NaC1 0,1 M, SDS 0,1%, 
tris 0,01 M, pH 7,5, drpos6 aprrs le surnageant, puis au 
moins 100 ml d'eau distillre. Les 2 colonnes peuvent servir 
un grand nombre de fois sans qu'il soit besoin de recouler 
le gel. 
R~sultats et discussion. La figure donne un exemple de 
diagramme des absorbances des fractions du premier pic de 
C2. Le spectre UV de ces fractions est caractrristique des 
ADN. En particulier les rapports (moyennes de 16 va- 
leurs___ 6cart-type) A260/A230 = 2,44 + 0,12 et A260/A280 = 1,88 
+0,10 montrent que la contamination par les protrines est 
faible (par les mrthodes de la littrrature, A260/A230 varie de 
2,231 ~t 2,322 et A260/A280 de 1,801 h 1,865'3). Le dosage 

4 colorimrtrique des protrines est nrgatif. Dans nos condi- 
tions d'exprrience, cela correspond h une contamination 
protrique infrrieure /t 3%. La rraction colorimrtrique ~t 
l'orcinol 5 et une chromatographie sur colonne MAK 6 mon- 
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Diagramme des absorbances ~t 230, 260 et 280 nm des fractions du 
ler pic de la colonne C2. Les absorbances des fractions du 2~me 
pic, qui commence ici au tube no 24, n'ont pas ~t6 mesur~es. (Le 
foie est broy6 dans LiC1 2 M, puis l'homogrnat est centrifugr. Le 
surnageant est drpos6 sur une colonne C1 d'Ultrogel A2, 6quilibrre 
avec un tampon de force ionique 61evre. L'absorbance A 260 nm de 
l'61uat de C1 est enregistrre. Sur une 2~me colonne C2 d'Ultrogel A 
2, 6quilibrre avec un tampon de faible force ionique, on fait passer 
successivement de la protrase et le 1 er pic de C 1.) 
Drbit: 3 ml/cm 2. h. Volume des fractions: 7,5 ml. 
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trent de plus l 'absence d ' A R N  et de nuclrotides.  Une limite 
suprrieure de contaminat ion par I 'ARN peut ~tre est imre ~t 
0,1%. Les <<gros>> A R N  (ARN nuclraires grants, A R N  
ribosomiques) sont insolubles dans LiC1 2 M e t  sont drj/t 
61iminrs totalement  ou presque dans la premiere 6tape de 
broyage suivi de centrifugation 7. Si mSme il en restait dans 
le surnageant, ils seraient adsorbrs sur C18. Les A R N t  et les 
oligonuclrotides par contre sont solubles dans LiC1 2 M e t  
ne sont pas adsorbrs sur l 'agarose en mil ieu de force 
ionique 61evre. Mais leur poids molrculai re  est faible 
(26000 environ pour  les ARNt) ,  et ils sont totalement 
srparrs des A D N  par filtration sur Ultrogel A 2 dont la 
l imite d 'exclusion est de 50. 106. Le taux d ' A D N  obtenu, 
dr termin6 par spectrophotomrtr ie ,  est de 2,33 + 0,13 m g / g  
de tissu frais (il est de 1,3 pour  Gangul i  et a l )  et de 2 pour  
Kirby9). Le coefficient de srdimentat ion S~0,w , drtermin6 ~t 
l 'aide d 'une  ultracentrifugeuse analytique M.S.E., est de 
26,2 (les valeurs trouvres dans la li t trrature vont  de 23 S 1'9 

24,4 $3). 
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Cornea regeneration in the Pacific giant octopus, Octopus dofleini, and the common octopus, O. vulgaris 
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Summary. Cornea regenerat ion in a Pacific giant octopus, Octopus dofleini, occurred within 10 days after the injury was 
observed. Surgical removal  o f  the cornea in 2 common octopi, O. vulgaris experimental ly duplicated this cornea regenera- 
tion within a 10-day period. It is, therefore, concluded that besides sucking discs, arms, and nerve fibres, octopi can also 
regenerate corneal tissue. 

The regenerat ion of  sucking discs, arms, and nerve fibres 
has been well documented in octopi 2-3. However,  there 
have been no reports o f  cornea regenerat ion in octopi. Past 
studies have revealed that certain gastropods have the 
capacity to regenerate eye tissues, however, their eyes are 

4 dissimilar to those of  cephalopods, especially oc top i .  Nu- 
merous similarities exist between the eyes o f  octopi and 
vertebrates 5-7. However,  the vertebrate cornea is derived 
from ectodermal and mesodermal  components,  whereas the 
cephalopod cornea is only ectodermal in origin. Among  
vertebrates, lens regenerat ion occurs in salamanders, and 
cornea repair, but not  cornea regeneration, has been ob- 
served in various species 8-1~ 
On 9 February 1979, a female Pacific giant octopus, Octo- 
pus dofleini, arrived at the New York Aquarium.  The 

specimen, New York Aquar ium No. 02-415, was captured 
on 3 January 1979 by Blakely Rocks, Elliott Bay, of f  
Seattle, Washington, at a depth of  20-25 m, and weighed 
approximately 18 kg with a 2.5-m arm-span. Upon  arrival 
aquarist Peter Fen imore  and the senior author noted that 
the left eye of  the animal had been damaged and that the 
cornea was missing. A rough jagged edge of  cornea, about  
1 mm in width, was observed around the circumference o f  
the eye (figure 1). The cause and exact date o f  injury could 
not be determined.  The animal  was placed into and main- 
tained in a 200-gallon semi-open natural seawater 
aquar ium at 4-7 ~ with a daily diet of  2.5 kg herring, 
mackerel,  clam, or  crabs. 
The animal was inspected daily and on the 10th day after 
noting the injured eye, a new cornea was observed. At this 


