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GLOSSAIRE

Fitness : capacité de reproduction d’une souche.
p p

Fixation d’une mutation : une mutation est dite « fixée » lorsqu’elle est portée par la majorité
des clones composant la population a un temps donné.

Parallélisme de I'évolution: Il s’agit de I'évolution indépendante, et dans une direction
similaire, d'un méme caractére, dans différentes populations soumises a des environnements
équivalents. Le parallélisme de I'évolution peut se refléter a différents niveaux : phénotypique,
génétique et moléculaire.

Interférence clonale : phénoméne observé lorsquune population est composée de plusieurs
sous-populations cellulaires, portant des mutations différentes mais qui apportent un avantage
équivalent. Les sous-populations coexistent, empéchant la fixation rapide d'une des mutations
bénéfiques. Lorsquune mutation bénéfique supplémentaire apparait dans une des sous-
populations, celle-ci devient majoritaire ainsi que les mutations qu’elle porte. Ce phénomene
ralentit donc la fixation de mutations bénéfiques.

Spécialisation écologique : au cours de I’évolution, des fonctions inutiles dans I'environnement
de sélection peuvent étre perdues ou réduites. Deux mécanismes peuvent expliquer ce
phénomene : 'accumulation de mutations ou la pleiotropie antagoniste. Les bactéries sont
alors spécialisées pour leur environnement de sélection, et inadaptées a d’autres
environnements nécessitant la présence des fonctions éliminées ou réduites au cours de

I’évolution.

Pleiotropie antagoniste : il s’agit d'un mécanisme conduisant a la spécialisation écologique.
Une mutation, sélectionnée pour le bénéfice qu'elle apporte dans l'environnement de
sélection, peut avoir des effets néfastes dans d’autres environnements. Elle a alors des effets
pleiotropes (c’est-a-dire multiples) antagonistes.

Accumulation de mutations : il s’agit d'un autre mécanisme conduisant a la spécialisation
écologique. Au cours de I'évolution, des mutations neutres, voire faiblement délétéres dans
I'environnement de sélection peuvent s’accumuler dans des genes non soumis a la sélection
naturelle.



AVANT PROPOS



La superhélicité de 'ADN peut étre considérée, chez tous les organismes vivants, comme
une fonction biologique cruciale, réalisée en particulier par des topoisomérases et des histones,
qui ont été fortement conservées au cours de l'évolution. Elles contrdlent le niveau de
superhélicité de facon adéquate et permettent ainsi a la cellule d’effectuer les réactions
indispensables a sa survie et a celle de sa descendance. L’absence totale d'une de ces enzymes
est par exemple 1étale chez la souris ; des maladies génétiques rares, liées au déficit d'une de
ces protéines, ont été caractérisées chez 'homme, comme par exemple les syndromes de
Werner (dysfonctionnement d'une hélicase entrainant un vieillissement prématuré et le
développement de pathologies liées au vieillissement) ou de Bloom (échange d’ADN trop
fréquent amenant a un retard de croissance et de nombreux cancers). Chez les bactéries,
I'altération de ces enzymes peut conduire a des cellules anucléées. Des molécules ciblant les
topoisomérases, comme les quinolones, ont d’ailleurs été développées, et sont utilisées contre
Plasmodium falciparum, parasite causant la malaria, ou comme antibiotiques.

Le maintien d'un niveau précis de superenroulement de I’ADN est primordial. La
superhélicité et la structuration de 'ADN au sein de la cellule garantissent l'intégrité du
chromosome et sa compaction, mais aussi son accessibilité par différentes enzymes,
notamment les polymérases, afin de réaliser toutes les réactions nécessaires a la viabilité de la
cellule : la réplication et la réparation de I’ADN, la ségrégation des chromosomes avant la
division cellulaire, la transcription globale du génome, et la recombinaison. Les chromosomes
sont des structures dynamiques, tant au niveau du degré de superhélicité de ’ADN que de leur
organisation spatiale globale. Les conditions de I'environnement (conditions nutritionnelles et
stress thermiques, osmotiques, oxydatifs...) sont connues pour affecter cette structuration.
Tous les processus vitaux (réplication, transcription...), mais également la régulation de

I'expression des génomes, pourraient donc étre orchestrés par la structuration méme de ’ADN.

Une des principales caractéristiques des bactéries est leur capacité a coloniser toutes les
niches écologiques, c'est-a-dire a s’adapter a des conditions de croissance et de stress variées.
L’adaptation a de telles conditions requiert une plasticité extréme des phénotypes bactériens.
Lors de stress ou de changements d’environnement, ces modifications phénotypiques sont

associées a un remaniement total de 'expression du génome, pour s’adapter aux nouvelles

conditions. Afin de réaliser cela, il est essentiel pour la bactérie de détecter les conditions de



I'environnement et de transmettre ces signaux afin de modifier 'expression du génome. La
superhélicité de 'ADN a été suggérée comme intervenant dans 'adaptation a de nouvelles
conditions de croissance, de par sa capacité a étre modifiée en fonction des conditions et a
remodeler 'expression globale des genes. Le dogme central des sciences de la vie est que les
systémes biologiques émergent d'une évolution darwinienne, c'est-a-dire de modifications
génétiques se produisant au hasard dans un génome, suivies de la sélection des individus
mutants ayant un avantage sélectif. Si la superhélicité de I'’ADN est impliquée dans
I'adaptation des bactéries a leur environnement, elle doit donc constituer une cible évolutive,

c'est-a-dire une cible de la sélection naturelle.

L’objectif de ma thése est de comprendre les mécanismes d’adaptation des bactéries a
leur environnement, et en particulier 'impact de la superhélicité de 'ADN sur les processus
évolutifs. Peut-elle étre la cible de la sélection naturelle ? Et si oui, par quels mécanismes ? La
superhélicité peut-elle étre impliquée dans la transmission des signaux de 'environnement a
I'expression des génes, pour permettre une réponse bactérienne adaptée a un environnement
donné ? Pour répondre a ces questions, j'ai utilisé une stratégie d’évolution expérimentale, ou
les bactéries sont adaptées pendant plusieurs dizaines de milliers de générations a des
transitions nutritionnelles croissance-carence et carence-croissance, et ce a partir d’'un ancétre

bien identifié.

Dans l'introduction bibliographique, je présenterai deux parties : la premiere décrira les
différents acteurs protéiques de la superhélicité de I’ADN, l'organisation du chromosome, le
role de la superhélicité au sein de la cellule, notamment en fonction des conditions
environnementales, et enfin son réle clef dans la régulation de l'expression des génes. La
seconde partie présentera le systeme d’évolution expérimentale utilisé, ainsi que les résultats

obtenus depuis I'initiation de cette expérience.
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La relation topologique entre les deux brins d'une méme molécule d’ADN, comme par
exemple le chromosome circulaire d’Escherichia coli, est caractérisée par le « nombre de
liens », appelé Linking number, Lk. C'est un entier qui est égal au nombre minimal de passages
nécessaires d'un des deux brins par l'autre pour leur séparation. A cette fin, il est bien str
indispensable de casser un des deux brins. Cela signifie que le nombre d'enlacements entre les
deux brins d'une molécule d'ADN est constant tant que les deux brins sont intacts, donc Lk est
une propriété topologique. L’enroulement de 'ADN est réalisé a deux niveaux de structuration,
géométriques. Le tortillement des brins autour d’eux-mémes au sein de la double hélice est
décrit par le parametre Tw (pour twist) (Figure 0Ab). De ce tortillement va dépendre le pas
hélicoidal de ’ADN, c'est-a-dire le nombre de paires de bases par tour d’hélice. Le vrillage de
I'hélice sur elle-méme est décrit par le parametre Wr (pour writh) (Figure 0Ac), qui apparait
lorsque la molécule d’ADN circulaire ne se situe pas dans un plan. Lk est composé de ces deux
parametres, qui sont intimement liés. Une double hélice ’ADN adopte une conformation de
moindre énergie entre Tw et Wr (Figure 0Ad). Un signe est attribué arbitrairement a Lk :
positif pour une hélice de pas gauche, et négatif pour une hélice de pas droit (Figure 0B). Chez
les bactéries, 'ADN est superenroulé négativement dans la cellule, ce qui permet notamment
de condenser une molécule ’ADN de 1,5mm de long dans une cellule d’environ 2um.

Tous les processus cellulaires vitaux, comme la réplication et la réparation de I’ADN, la
transcription, et tous les phénomeénes de recombinaison et de transposition, dépendent et
influent sur le niveau de superhélicité de ' ADN. En effet, ils introduisent naturellement des
boucles ou des nceuds dans la double hélice. La progression de la fourche de réplication ainsi
que le déplacement des molécules d’ARN polymérase au cours de la transcription des genes
provoquent également des torsions importantes (Liu et Wang, 1987). D’autre part, la
réplication et la transcription nécessitent I’ouverture de la double hélice I’ ADN.

L’état thermodynamique le plus stable pour une molécule d’ADN circulaire est 1'état
totalement relaxé. La superhélicité négative introduite dans ’ADN par différentes enzymes est
donc une source d’énergie fabuleuse qui va permettre la réalisation des différents processus
cellulaires. En effet, une superhélicité négative correspond a un enroulement de 'ADN
inférieur a celui adopté par 'ADN sans contrainte (Lko). Ce phénomene facilite donc
l'ouverture de la double hélice. De plus, cette déformation peut également étre stabilisée par la

fixation de protéines. Tout processus nécessitant ou utilisant ce phénomeéne, comme la fixation
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des protéines de type histone ou de 'ARN polymérase, sera ainsi favorisé sur un ADN
superenroulé négativement.

Cependant, le niveau de superhélicité doit rester précis, une déviation du degré optimal
étant rapidement défavorable pour la cellule. Par exemple, une superhélicité négative trop
élevée génére des structures d’ADN aberrantes (extrusion de structures cruciformes au niveau
de séquences répétées, triplex d’ADN et des boucles R d’hybridation ADN-ARNm (Hanvey et
al., 1988 ; Drolet et al., 2003). D’autre part, un niveau de superhélicité négative trop faible
géneére des problemes de ségrégation du chromosome (Hiraga et al., 1989) et des fonctions
chromosomiques déficientes conduisent a la mort cellulaire (Zechiedrich et al., 1997). Le
maintien d’un niveau adéquat de superhélicité du chromosome est donc crucial pour le bon
fonctionnement de toute cellule. De plus, sans structuration globale du chromosome, toute
altération locale de la superhélicité se propagerait sans limite a 'ensemble de la molécule
d’ADN. Afin d’éviter ces « accidents topologiques », non seulement le niveau de superhélicité
est controlé de fagon précise dans la cellule, mais le chromosome est organisé de fagon globale
en domaines topologiques séparés par des barriéres qui empéchent la propagation de ces
altérations (Espeli et Marians, 2004). Du niveau de superhélicité va également dépendre
I'expression d’'un grand nombre de génes: 7% des génes d’E. coli sont en effet directement
affectés par une diminution de la superhélicité (Peter et al., 2004). Parmi ces génes, certains
codent des régulateurs globaux qui, a leur tour, vont avoir des effets variés sur d’autres genes.
De plus, des modifications de l'environnement, comme des stress (carence nutritionnelle,
osmotique, oxydatif, thermique), sont connues pour modifier d’'une part le niveau de
superhélicité, et d’autre part les profils globaux de transcription, permettant une réponse
adaptée a ces stress. Superhélicité et transcription sont donc intimement liées.

Le niveau de superhélicité est constitué de deux composantes : la superhélicité dont le
niveau est controlé par les topoisomérases est dite « non contrainte », car sa valeur est
conservée apres l'action des topoisomérases. La superhélicité « contrainte » est réalisée par des
protéines de type histone se liant au nucléoide, et y induisant des courbures ou des pontages
entre molécules. Cette seconde composante est perdue dés que ces protéines ne sont plus liées

al’ADN.

12



. Les acteurs de la topologie de 'ADN

A. Les topoisomérases

De par leur réle cellulaire fondamental, les topoisomérases (Topos) sont présentes chez
tous les organismes vivants. Malgré une différence de séquences considérable entre les
enzymes bactériennes, archéennes et eucaryotes, des conformations structurales proches sont
toutefois retrouvées dans leurs domaines d’activité (Champoux, 2001 ; Corbett et Berger, 2004).

Il existe deux types de Topos, I et II, chacun divisé en deux familles A et B, mais toutes
présentent plusieurs points communs : une structure en forme de pince qui va permettre les
activités de coupure de 'ADN et de transfert de brins, une tyrosine catalytique responsable de
lactivité de clivage et qui crée une liaison covalente avec I'une des deux extrémités de ’ADN
clivé, une cavité de stockage temporaire des fragments d’ADN, et un changement
conformationnel associé a une rotation ou un mouvement de ’ADN.

Les Topos de type I coupent un seul brin d’/ADN (Figure 1). Les familles IA et IB
different par la liaison formée entre la tyrosine catalytique et ’ADN. Les Topos IA forment
une liaison avec l'extrémité 5 phosphate de 'ADN, transférent l'autre brin et referment la
coupure. Ceci a pour effet de changer le parameétre Lk par incréments de 1 (Brown et
Cozzarelli, 1981). Ces Topos sont capables de relacher les supertours négatifs seulement, mais
pas jusqu’a une relaxation complete (Champoux, 2001). Les Topos IB forment une liaison avec
une extrémité 3’ phosphate de '’ADN. Contrairement aux Topos IA, elles permettent au brin
coupé d’effectuer une ou plusieurs rotations autour du brin intact (Figure 1), ce qui permet des
modifications de Lk plus importantes (Stivers et al., 1997 ; Stewart et al., 1998). Elles sont par
contre capables de relacher les supertours positifs comme négatifs, la relaxation étant cette
fois-ci complete.

Les Topos de type II sont capables de cliver les deux brins d’ADN et de transférer une
double hélice d’ADN, provenant de la méme molécule, ou d’'une autre, a travers la coupure.
Elles utilisent pour cela de 'ATP et le changement résultant pour le parametre Lk est de 2
(Figure 1; Gellert et al., 1976). Elles possedent des activités diverses de relaichement, de

caténation/décaténation, et d’introduction ou de suppression de nceuds. Parmi toutes les Topos,
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la gyrase est la seule capable d’introduire des supertours négatifs dans 'ADN. La classification
en Topos de type IIA et IIB est essentiellement basée sur des considérations structurales

(Nichols et al., 1999).

Malgré ces différences, des similarités structurales sont tout de méme observées au sein
des Topos. Les Topos de type IA, IIA et IIB partagent deux domaines essentiels pour la liaison
a ’ADN et sa coupure. Le premier est le domaine 5Y-CAP, appelé ainsi car il se retrouve dans
un grand nombre de protéines capables de lier 'ADN, dont la protéine CAP (Catabolite
Activator Protein) (Schultz et al., 1991). Le résidu catalytique de ce domaine est une tyrosine
qui se retrouve liée de facon covalente a 'extrémité 5° de 'ADN apres sa coupure (Depew et
al., 1978 ; Tse et al., 1980). Le second domaine commun a ces Topos est le domaine « toprim »,
appelé ainsi car il se retrouve dans certaines Topos mais aussi dans des primases bactériennes,
ou encore dans d’autres enzymes qui catalysent des transferts de groupements phosphate ou
qui hydrolysent des liaisons phosphodiesters (Aravind et al., 1998). 1l est constitué de 4 ou 5
feuillets B paralleles entourés d’hélices a. Un groupement de résidus acides forme un site de
liaison pour les ions Mg?*, nécessaires a l'action des Topos (Osheroff, 1987). Apres 'assemblage
de la topoisomérase, ce groupement se retrouve proche du domaine 5Y-CAP, avec lequel il
permet le mouvement des domaines qui ouvrent ou ferment la structure de la protéine et
permettent au brin d’ADN de passer entre eux.

Les Topos de types II partagent également deux domaines dont les activités sont liées a la
fixation et a 'hydrolyse de 'ATP (Bergerat et al., 1997 ; Corbett et Berger, 2004). Le site de
liaison de 'ATP est le domaine GHKL, appelé ainsi en fonction des différentes protéines dans
lesquelles il se trouve (Gyrase, Hsp90, histidine kinase et MutL). Il est composé de 8 feuillets 3
couverts sur une face par 5 hélices «, et d'une boucle riche en résidus glycines. Ce site se
dimérise une fois 'ATP fixé et les deux boucles entrent alors en contact, formant une porte
pour I'hélice d’ADN (Figure 2). L’ATP est ensuite hydrolysé par le domaine « transducteur »
au niveau d'un résidu lysine. La fixation de 'ATP entraine une rotation entre les domaines
GHKL et transducteur, qui positionne le résidu lysine dans son site catalytique. Cette
modification de structure serait un signal pour les régions liées a ’ADN qui dirigeraient alors

son passage pendant I'ouverture de 'autre brin.
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Les Topos de type II sont les cibles de deux types d’antibiotiques : les coumarines et les
quinolones (Drlica et Zhao, 1997 ; Levine et al., 1998). Les coumarines se fixent sur les sous-
unités ATPases et entrent en compétition avec I’ATP. Les quinolones se fixent sur I'enzyme
complexée a ’ADN et 'immobilisent ainsi ; les complexes extraits a la suite de tels traitements
montrent la gyrase liée de facon covalente a 'extrémité 5 de ’ADN coupé. Ceci entraine la
fragmentation de I'’ADN, aboutissant a la mort cellulaire.

Chez E. coli, quatre Topos sont présentes. Deux sont de type IA : la Topol, codée par
topA et la Topolll, codée par topB. Deux sont de type IIA : la gyrase, codée par gyrA et gyrB,
et la TopolV, codée par parCet park.

1. Les Topos de type |

a. Mécanisme d’action

Les deux Topos de type IA d’E. coli sont monomériques (Figure 3). Les Topos IA d’E. coli
sont composées de 2 domaines essentiels :

- un domaine N-terminal catalytique formant un tore, pouvant cliver 'ADN et
souvrir suffisamment pour transférer un brin d’ADN. Ce domaine contient la
tyrosine catalytique en position 319 de la Topol, mais est incapable de I'activité de
relachement. Les domaines N-terminaux des Topos I et III partagent une grande
homologie.

- un domaine C-terminal participant a la fixation de 'ADN (Ahumada et Tse-Dinh,
1998), ne montrant par contre aucune homologie entre les deux enzymes.

La Topol possede de plus un domaine central liant les cations Zn?*', de 162 acides aminés,
indispensable pour I'activité de relaxation. Malgré ces différences, leur mécanisme d’action est
trés similaire, et nous prendrons ici 'exemple de la Topol.

Le mécanisme de relichement de 'ADN par la Topol (Figure 4) a pu étre appréhendé
grace a l'obtention de la structure 3D du fragment N-terminal de 67kDa complexé a 'ADN
(Perry et Mondragon, 2003). Tout d’abord, la Topol se fixe sur '’ADN superenroulé et déforme
la double hélice (Figure 4b). Un changement conformationnel permet alors le positionnement

correct du résidu Tyr319 qui engendre la coupure de ’ADN (Figure 4c), et entraine ainsi la
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formation d’une liaison covalente entre I'extrémité 5 du brin d’ADN clivé et la tyrosine du
site actif. Cette coupure provoque alors un changement de conformation qui permet
l'ouverture de 'enzyme et le passage du second brin d’ADN dans la cavité de I'enzyme (Figure
4d et e). Apres la fermeture de la cavité de I'enzyme, le brin d’ADN clivé est alors religaturé
par la Topol (Figure 4f). Un second cycle d’ouverture et de fermeture de I'enzyme libere
ensuite I'’hélice ’ADN (Figure 4g et h) et 'enzyme retrouve alors sa conformation initiale
(Figure 4i), soit pour se dissocier de I'ADN, soit pour agir de maniére processive. Ce
mécanisme a pour effet de diminuer la valeur de Lk par incréments de 1.

La principale différence entre la Topol et la Topolll réside en deux domaines présents
chez la Topolll et absents de la Topol. Cette différence pourrait expliquer a elle seule I'activité
de décaténation spécifique de la Topolll. Le premier domaine, de fonction inconnue,
correspond aux résidus 241 a 255. Le second est responsable de I'activité de décaténation, car
son remplacement par la séquence homologue de la Topol élimine totalement cette activité
(Champoux, 2001). Cette boucle, riche en résidus basiques, est localisée pres de I'espace défini
par le tore du domaine N-terminal. Elle pourrait interagir directement avec I’ADN et
permettre a la Topolll d’agir de maniere processive sur des multi-caténanes, ce dont est

incapable la Topol.

b. Fonctions cellulaires

@ La Topol

Son role est de limiter un superenroulement négatif trop fort, ce qui est délétere pour la
cellule. Cependant, cette enzyme n’est active que lorsqu'un certain niveau de superhélicité
négative est dépassé, pour le réajuster a un degré physiologique optimal pour 'expression des
genes (Zechiedrich et al., 2000). Ceci est réalisé en parallele de I'activité de la gyrase, qui, elle,
introduit des supertours négatifs dans 'ADN. Un équilibre entre les activités de ces deux
enzymes est ainsi établi dans la cellule en fonction des conditions et stress rencontrés (voir
paragraphe IV.B).

Un deuxiéme role majeur de la Topol dans la cellule a été récemment mis en évidence
(Masse et Drolet, 1999), lié a I'activité de la machinerie transcriptionnelle dans la cellule. Au

cours de la transcription, le complexe ARN polymérase-ARN progresse le long de 'ADN, qui
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est ancré a des structures fixes. Or, la progression du complexe requiert de déplacer la bulle de
transcription. Pour ce faire, le complexe pourrait effectuer des rotations afin de suivre ’hélice
d’ADN, mais celui-ci, comportant la polymérase, ’ARN et la machinerie traductionnelle, est
bien trop imposant pour pivoter. C’est donc 'ADN qui effectue des rotations et, sans
I'intervention de Topos pour résoudre ce probleme, il s’ensuivrait une accumulation de tours
positifs en amont du complexe de transcription et de supertours négatifs en aval (Figure 5A ;
Liu et Wang, 1987). La Topol est impliquée dans I’élimination des supertours négatifs qui
s’accumulent en aval de 'ARN polymérase au cours de la transcription, la gyrase ayant pour
role d’éliminer les supertours positifs apparaissant en amont du complexe de transcription (Liu
et Wang, 1987).

Une accumulation trop importante de supertours négatifs en aval de TARN polymérase
entrainerait I'ouverture de la double hélice ’ADN et pourrait favoriser I’hybridation de
'ARNm nouvellement synthétisé avec le brin d’ADN matrice, ces structures ayant été
appelées boucles R (Drolet et al., 2003). L’accumulation de ces boucles R entrainerait soit une
inhibition de la transcription en bloquant l'avancement de ’ARN polymérase, soit une
inhibition de la synthése protéique en entrainant la dégradation des ARNs synthétisés et
hybridés sur le brin matrice (Figure 5B ; Drolet, 2006). Un mutant topA, dépourvu d’activité
Topol, révele une accumulation de structures de type boucles R (Masse et Drolet, 1999). La
Topol est donc essentielle dans la cellule, notamment pour I'élimination des supertours
négatifs en aval de 'ARN polymérase, ce qui évite la formation de boucles R. Par ailleurs, il a
été démontré que le domaine de fixation du zinc de la Topol était capable d’interagir avec la
sous-unité 3’ de ’ARN polymérase, ce qui pourrait suggérer que la Topol soit localisée en aval
de 'ARN polymérase au cours de la transcription pour éliminer les boucles R (Cheng et al.,
2003). La Topol remplit donc au moins 2 fonctions cruciales dans les cellules bactériennes : le
maintien dun niveau adéquat de superhélicité de ’ADN nécessaire a tous les processus vitaux
de la cellule, et I'élimination des boucles R pour assurer le couplage transcription — traduction.

De par ces activités essentielles pour la cellule, des mutants du géne topA pourraient
s’avérer non viables. Des analyses génétiques ont effectivement démontré que des mutations
de topA ne pouvaient étre observées quen association avec des mutations secondaires
compensatrices dans les genes gyrA et gyrB, codant pour les deux sous-unités de la gyrase

(Pruss et al., 1982 ; Raji et al., 1985). Les mutations dans gyrA et gyrB diminuent l'activité de
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la gyrase, ce qui a pour effet de restaurer un niveau de superhélicité physiologique dans un
mutant topA. Ces travaux suggéraient donc que le gene topA était essentiel chez E. coli. En
revanche, ce phénomene n’a pas été observé chez Salmonella typhimurium et Shigella flexners,
deux autres entérobactéries (Richardson et al., 1984 ; Bhriain et Dorman, 1993). Afin d’éviter
les mutations secondaires, Stupina et Wang (2005) ont alors construit et analysé des souches
d’E. coli possédant des alléles mutants du géne topA codant des Topol thermosensibles. Ces
génes topA sont soit sous le contrdle de leur propre promoteur, soit sous le contrdle du
promoteur PJac, donc inductibles par I'IPTG dans le second cas. Les souches mutantes sont
viables a 37°C et 42°C, sans nécessité de mutation compensatoire. En revanche, ce n’est plus le
cas a des températures plus basses. Par ailleurs, ces auteurs ont démontré que la viabilité des
mutants du geéne topA était strictement dépendante de la présence de la Topolll, I'autre Topo
de type IA présente chez E. coli et codée par le géne topB. En effet, des doubles mutants topA
topB ne sont pas viables, quelle que soit la température (Zhu et al,, 2001 ; Stupina et Wang,
2005). Deux hypotheses ont été émises pour expliquer I'absence de viabilité des mutants topA
a basse température. Une basse température pourrait soit favoriser la formation de boucles R,
ce qui nécessiterait la présence absolue de la Topol, soit réduire de fagon additionnelle
lactivité déja faible de relachement de 'ADN de la Topolll (voir paragraphe suivant). La
nécessité de mutations compensatoires dans les génes gyrAB lors des premieres études était

liée a un biais dans la construction des mutations dans le géne ropA (Stupina et Wang, 2005).

@ La Topolll

Les fonctions occupées par la Topolll ne sont pas encore totalement élucidées. En effet,
un mutant pour la Topolll ne montre pas de phénotype clairement différent chez £. coli. De
plus, en raison de la présence de codons rares dans le géne topB d’E. coli, la Topolll est
présente dans la cellule en quantités tres limitées (1 a 10 molécules/cellule), alors que les
autres Topos sont 500 fois plus abondantes (DiGate et Marians, 1989).

La Topolll bactérienne est capable d’effectuer la décaténation des chromosomes-fils au
cours de la réplication (Hiasa et al., 1994 ; Nurse et al., 2003). Bien que ce role soit déja assuré
par la décaténase majeure d’£. coli, la TopolV (voir paragraphe 1.A.2.), Nurse et al (2003) ont
montré que la Topolll était capable de séparer les chromosomes-fils apres réplication dans un

mutant de la TopolV. La Topolll étant une Topo de type I, elle ne peut couper quun seul brin
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d’ADN. Son activité de décaténation nécessite donc des fragments d’ADN simple brin et se
réduit, lors de la réplication, a la période ou les fragments d’Okazaki sont encore présents
(Nurse et al., 2003).

Les mutants du gene topB présentent un phénotype d’hyperrecombinaison RecA-
indépendante, ce qui suggere que la Topolll soit impliquée dans le contrdle de la
recombinaison illégitime (Lopez et al., 2005). De par son implication dans les phénomenes de
décaténation et de recombinaison, la Topolll pourrait aussi jouer un role dans la ségrégation
des chromosomes. En effet, des mutants des génes topA et topB présentent des phénotypes de
filamentation avec des structures de nucléoides anormales. Cependant, ces structures ne sont
pas dues a un défaut de décaténation des chromosomes-fils, car une surexpression de la
TopolV, autre enzyme possédant une grande activité de décaténation, ne supprime pas ce
phénotype (Zhu et al., 2001). En revanche, une délétion de recA résout le probleme, ce qui
confirme que les Topos de type I pourraient étre impliquées dans des phénomeénes de
recombinaison, probablement au niveau des jonctions de Holliday, qui, en reliant deux
molécules d’ADN indépendantes, pourraient générer des tensions lors de I'avancement du
complexe de réplication. L’activité de décaténation de la Topolll permettrait de résoudre de

tels problemes.

2. Les Topos de type 1l

a. Mécanisme d’action

E. coli possede deux Topos de type IIA : la TopolV, codée par les genes parCet park, a
une activité majoritaire de décaténation, mais aussi de relichement des supertours négatifs
comme positifs. La gyrase, codée par les génes gyrA et gyrB, est la seule Topo a introduire des
supertours négatifs dans ’ADN, et peut aussi décaténer 'ADN. Elles sont toutes deux
hétérotétramériques de type A2B2, contrairement aux Topos de type II eucaryotes, qui sont
homodimériques (Champoux, 2001). Les sous-unités GyrB et ParE sont similaires entre elles et
contiennent le site de fixation de ’ATP et les domaines transducteur et toprim (Figure 6). Les
sous-unités GyrA et ParC sont elles aussi similaires et comprennent les éléments 5Y-CAP,

dans lesquels se situe le résidu tyrosine catalytique. GyrA et ParC forment aussi un élément
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appelé «porte C», ou C-gate (Figure 6), ainsi quun domaine globulaire a 'extrémité C-
terminale spécifique aux Topos de type II bactériennes, qui se lie a la double hélice ’ADN
fixée qui sera enuite transférée (Champoux, 2001 ; Corbett et Berger, 2004).

Le mécanisme d’action de la gyrase est le suivant : 'ADN qui sera clivé (double hélice G
pour Gate) vient d’abord se fixer aux éléments catalytiques toprim et 5Y-CAP (Figure 6 et 7.1).
L’enroulement d’environ 140 pb d’ADN autour des domaines C-terminaux (CTD) des deux
sous-unités GyrA (Figure 7.2 ; Orphanides et Maxwell, 1994 ; Corbett et al., 2004) suivi d’'un
changement de conformation au niveau des domaines GHKL et transducteurs, formant le
domaine ATPase, permet de capturer une seconde double hélice (T pour Transfer) dans une
configuration de supertour positif (Figure 7.2, vue de dessus et Figure 7.3). Ceci nécessite deux
molécules d’ATP et entraine la coupure de I'hélice G a travers laquelle est alors transférée
I'hélice T (Figure 7.4). Ce transfert a pour effet d’inverser la configuration de supertour positif,
et crée ainsi deux supertours négatifs (Brown et Cozzarelli, 1979 ; Kampranis et al., 1999).
Cette inversion est permise par un autre changement de configuration, un abaissement d'un
des domaines CTD des sous-unités GyrA qui sont reliés aux domaines N-terminaux par une
région flexible (Figure 8 ; Schoeffler et Berger, 2005). L’hélice G est ensuite religaturée puis la
double hélice T est probablement libérée par I'ouverture des portes C (Figure 7.5). Si les
doubles hélices G et T font partie de la méme molécule d’ADN, le niveau de superhélicité Lk
de celle-ci sera modifié par incréments de 2. En revanche, si les deux doubles hélices
correspondent a deux molécules d’ADN différentes, 'activité ainsi générée sera une caténation
ou une décaténation.

Le mécanisme d’action de la TopolV, qui, contrairement a la gyrase, relaiche I’ADN, est
similaire a celui de la gyrase a deux exceptions pres. Tout d’abord, il n’y a pas d’enroulement
de ’ADN, qui est d(i, pour la gyrase, a la présence au niveau du CTD de GyrA d’une « boite
GyrA » de 7 acides aminés, absente chez la TopolV (Figure 7.2 ; Kramlinger et Hiasa, 2006).
Deuxiemement, la flexibilité du CTD est propre a GyrA et permet l'ajout de supertours
négatifs a 'ADN apres abaissement d'un des deux domaines (Figure 8B). La TopolV, ne
possédant ni cette activité d’enroulement ni la possibilité d’abaissement des CTD de ParC, ne

peut introduire de supertours négatifs a ’ADN.
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b. Fonctions cellulaires

@ La gyrase

La gyrase étant la seule enzyme capable d’introduire des supertours négatifs dans I’ADN,
sa fonction est essentielle (Zechiedrich et al., 2000). Elle est nécessaire a l'initiation de la
réplication de 'ADN et de la transcription, car l'augmentation de superhélicité négative
permet d’abaisser la quantité d’énergie requise pour 'ouverture de la double hélice (Espeli et
Marians, 2004 ; Zechiedrich et al., 2000). De plus, elle convertit en supertours négatifs les
supertours positifs qui sont générés en amont des complexes de réplication et de transcription
(Liu et Wang, 1987), ce qui est essentiel a la progression de la fourche de réplication et de
I'ARN polymérase. La gyrase est donc une enzyme essentielle et les mutations dans les génes
gyrAB sont conditionnelles et létales, I'incubation a la température restrictive provoquant un
arrét de la réplication de 'ADN, et donc la mort cellulaire (Kreuzer et Cozzarelli, 1979).
Certains de ces mutants entrainent une augmentation de la recombinaison illégitime
(Ashizawa et al., 1999), ce qui implique la gyrase dans les phénomeénes de recombinaison. Le
modele d’échange de sous-unités de gyrase a été proposé, selon lequel la gyrase se fixe et clive
I’ADN, avec chaque sous-unité GyrB liée de fagon covalente a 'extrémité 5’ de 'ADN (Ikeda
et al., 1982). Un échange de sous-unités entre plusieurs molécules de gyrase fixées a des sites
différents de 'ADN aboutirait a un échange de brins d’ADN et donc a un événement de
recombinaison. Des sites de reconnaissance de la gyrase sont présents sur les chromosomes
bactériens, sur les plasmides ou '’ADN des bactériophages. Dans le cas de 'ADN du
bactériophage Mu, des sites SGS (Strong Gyrase Site) sont présents, et la fixation de la gyrase
sur ces sites permet l'alignement des extrémités de Mu, et donc sa transposition (Sokolsky et

Baker, 2003).

@ La topoisomérase IV

La TopolV est principalement responsable de la décaténation de I’ADN, notamment au
cours de la réplication (Hiasa et Marians, 1996), mais aussi lors des processus de
recombinaison site-spécifique (Zechiedrich et al., 1997). Elle est également impliquée dans la

ségrégation des chromosomes pendant la réplication.
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La TopolV joue aussi un role dans le contréle du niveau global de superhélicité de 'ADN
(Zechiedrich et al., 2000). Ce role a longtemps été occulté car les inhibiteurs (coumarines et
quinolones) utilisés contre la gyrase inhibent aussi la TopolV. Zechiedrich er a/ (2000) ont
montré que l'absence simultanée des activités Topol et TopolV entrainait un niveau de
superhélicité plus élevé que 'absence de la Topol seulement. De plus, bien que la Topol ait
une activité de relachement plus importante que la TopolV, seule cette derniere permet un
relachement complet d'une molécule plasmidique circulaire.

Comme dans le cas de la gyrase, des mutations dans les genes parC et parE sont létales
conditionnelles. Les cultures de ces mutants a la température restrictive résultent en 'absence
de ségrégation des chromosomes qui s’accumulent donc au centre de cellules élonguées

(Adams et al., 1992).

B. Les protéines de type histone

Mises a part les topoisomérases, des protéines de type histone, aussi appelées NAP
(Protéines Associées au Nucléoide) (Dorman et Deighan, 2003), interviennent dans la
structure et 1'état de superenroulement du chromosome (Luijsterburg et al., 2006). Chez E.
coli, il y en a 5 majeures: Dps, Fis, H-NS, HU et IHF. Elles assurent la compaction et la
condensation du chromosome en une structure appelée nucléoide. Elles peuvent remplir
différentes fonctions dans la cellule, mais leur point commun est de lier 'ADN et de modifier
sa superhélicité de facon globale ou locale, en introduisant une topologie contrainte. Certaines
de ces protéines peuvent courber ’ADN, comme IHF, HU ou Fis, alors que d’autres établissent
des ponts entre molécules d’ADN, comme H-NS ou Dps.

Les profils de fixation a ’ADN ont été réalisés pour 3 protéines de type histone (Fis,
H-NS et IHF) par immunoprécipitation de la chromatine associée a des puces a ADN
(Grainger et al., 2006). Des centaines de sites de fixation ont été mis en évidence sur le
génome d’E. coli. Environ la moitié de ces sites sont localisés dans des régions intergéniques,
qui représentent moins de 10% du génome d’E. coli, ce qui pourrait indiquer une préférence
pour ces régions, et donc un role de ces protéines dans I'organisation générale du chromosome
(voir paragraphe II.A.4). Une préférence de fixation pour les régions riches en AT, qui

peuvent présenter une courbure intrinséque, a également été observée (Grainger et al., 2006),
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ainsi qu'une association avec les régions promotrices. De plus, des interactions ont été
récemment mises en évidence entre certaines NAPs et des sous-unités de ’ARN polymérase et
des ribosomes (Butland et al., 2005). Ainsi, en plus de leur role dans le controle de la
superhélicité de ’ADN, certaines NAPs sont également connues pour étre des régulateurs de
la transcription d’'un grand nombre de génes (Dorman et Deighan, 2003). Elles peuvent en
outre affecter le superenroulement de ’ADN par la régulation des génes de topoisomérases.
Comme nous le verrons au paragraphe III, un lien étroit existe donc entre le niveau de
superhélicité du chromosome et la transcription globale des génes.

Enfin, les NAPs sont exprimées différentiellement au cours du cycle cellulaire. De par
leur role dans le contrdle de la superhélicité de 'ADN et sur la transcription, les NAPs vont
entrainer une dynamique importante du nucléoide bactérien et de l'expression globale des
geénes. Les propriétés et fonctions des 5 NAPs majeures sont décrites dans les paragraphes

suivants.

1. Les NAPs ne possédant aucune spécificité de fixation

©®  H-NS (Histone-like Nucleoid Structuring protein)

La protéine de type histone H-NS se fixe de maniere non spécifique a ’ADN, bien
qu'une préférence pour des séquences riches en AT présentant une courbure ait été suggérée
(Dame et al., 2001). Apres fixation, elle provoque la condensation de ’ADN chromosomique
(Spassky et al., 1984) et contraint des supertours négatifs in vitro (Tupper et al., 1994). En effet,
des mutants dépourvus de H-NS présentent une diminution de la superhélicité globale
(Owen-Hughes et al., 1992).

La protéine H-NS est composée de deux domaines de fonctionnalités différentes, séparés
par une partie flexible (Figure 9). Le domaine C-terminal est impliqué dans la liaison a ’ADN,
alors que le domaine N-terminal permet I'oligomérisation de la protéine (Dame, 2005). H-NS
se fixerait a 'ADN sous forme de dimeéres, mais il a été montré que des oligomeéres pouvaient
se former in vitro, qui pourraient servir de squelette pour compacter TADN (Dorman, 2004).
En effet, les dimeéres s’oligomériseraient apres fixation a TADN (Badaut et al., 2002), et une
structure du type « fermeture éclair » pourrait se former, aboutissant a la condensation de

I’ADN (Figure 9). Ces propriétés de H-NS sont a l'origine d'une activité de répression de
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I'expression des genes. En effet, des études génétiques et moléculaires ont montré qu'H-NS
était un régulateur global de 'expression des génes, affectant environ 5% des geénes d’E. coli
(Hommais et al., 2001), la plupart étant réprimés. Le mécanisme de cette répression a été
explicité dans le cas du promoteur P1 des opérons d’ARN ribosomiques (Figure 10 ; Dame et
al., 2002). La caractéristique des promoteurs réprimés par H-NS serait d’étre flanqués de
régions possédant un fort potentiel de courbure. La fixation de 'ARN polymérase sur ces
promoteurs (Figure 10i) entrainerait le rapprochement des régions flanquantes
intrinséquement courbées (Figure 10ii). H-NS présentant une préférence de fixation sur les
séquences d’ADN courbées, plusieurs dimeres d’H-NS pourraient alors se fixer sur ’ADN,
piégeant ainsi 'ARN polymérase (Figure 10iii). Ces complexes ne pourraient se séparer
qu’apres l'intervention d’activateurs de la transcription ou dans certaines conditions (Figure
10iv), comme une élévation de température ou d’osmolarité, qui sont par ailleurs connues
pour modifier la superhélicité de I'ADN (voir paragraphe IV.A). Ainsi, le degré de
superhélicité de 'ADN va affecter la transcription des génes réprimés par H-NS, ce qui
souligne encore le lien entre superhélicité de 'ADN, protéines de type histone et transcription
globale des genes.

Un certain nombre de génes peuvent également étre activés par H-NS (Johansson et al.,
2000). Il s’agit essentiellement des génes régulés négativement par (p)ppGpp, qui est 'effecteur
de la réponse stringente, permettant I'adaptation des bactéries aux périodes de carences
nutritionnelles (Cashel et al., 1996). Le mécanisme par lequel H-NS active ces génes serait lié a
sa capacité a augmenter le superenroulement de '’ADN (Johansson et al., 2000).

Au cours de la croissance chez E. coli, 1a quantité de H-NS diminue, passant de 20 000
molécules en phase exponentielle a 8000 en phase stationnaire (Talukder et al., 1999). Son
expression est fortement activée en cas de baisse de la température (Free et Dorman, 1995).

Un paralogue de H-NS est également présent dans les bactéries gram-négatives. Cette
protéine, appelée StpA chez E. coli, présente 58% d’identité de séquence avec H-NS (Free et
al., 2001). Elle partage certaines fonctions de régulation et de maintien de la superhélicité avec
H-NS (Zhang et al., 1996). Ces deux protéines peuvent former des hétérodimeres in vivo, ce

qui pourrait altérer leurs fonctions respectives (Cusick et Belfort, 1998).
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© HU (Histone-like protein from . coli strain U93)

HU a été initialement isolée chez E. co/i comme étant capable de former des structures de
type nucléosome (Rouviere-Yaniv et Gros, 1975), sans reconnaitre de séquence
particuliere de ’ADN. En revanche, HU semble se fixer préférentiellement sur ’ADN
superenroulé négativement (Shindo et al., 1992). L’étude des effets de HU sur la structure
de 'ADN ont conduit a des résultats controversés. HU se lie a 'ADN et y induit une
courbure d’environ 160° (Figure 11B), ce qui provoque la compaction de molécules d’ADN in
vitro (Endo et al., 2002). De plus, HU est attirée par des structures spécifiques d’ADN, comme
des jonctions en croix ou des coupures simple brin, ce type de liaison a 'ADN lui donnant un
role dans les processus de recombinaison (Rowland et al., 2006). /n vivo, HU semble
également compacter 'ADN, car des souches dépourvues de cette protéine sélectionnent des
mutations secondaires dans gyzB qui augmentent la capacité de superenroulement de la gyrase.
Ceci a été interprété comme un phénoméne de compensation pour pallier une perte de
superhélicité engendrée par I'absence de HU (Malik et al., 1996). Cependant, a fortes
concentrations, HU donne un aspect circulaire reliché a ’ADN (Dame et Goosen, 2002). HU
pourrait alors avoir un effet sur le pas de I'hélice ’ADN, qui serait constitué de 10,9 pb par
tour d’hélice au lieu de 10,5 pb. Cet accroissement se ferait par la contrainte de supertours
négatifs supplémentaires (Dame et Goosen, 2002) et entrainerait une rigidification de la
double hélice. A plus basses concentrations, HU a un effet de courbure sur 'ADN, et I'aspect
circulaire est alors moins rigide (Figure 11B ; van Noort et al., 2004).

En plus de son réle structural, HU est impliquée dans l'expression des genes. De
profonds changements de la transcription globale ont été détectés chez les mutants HU (Kar et
al., 2005), ainsi que des modifications morphologiques des cellules mutantes. Par son role
structural sur ’ADN, HU est par ailleurs connue pour assister certains régulateurs au niveau
de leur promoteur. Par exemple, HU permet l'interaction entre des dimeéres du répresseur
GalR pour conduire a la répression des genes ga/ (Kar et Adhya, 2001).

La protéine HU est présente en quantités abondantes dans la cellule, de 30 000 a 55 000
molécules en phase exponentielle (Talukder et al., 1999). Lors du passage en phase stationnaire,
le nombre de molécules de HU diminue pour passer a moins de 20 000 molécules. Chez la

plupart des bactéries, HU est un homodimere, alors qu’elle existe sous forme d’hétérodimere
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chez E. coli. Les deux sous-unités sont codées par les genes hupA et hupB. Des formes
homodimériques ont également été mises en évidence chez E. coli (Ramstein et al., 2003).
Leur fonction n’est pas connue, mais pourrait influer sur les propriétés des dimeres de HU.
Enfin, les deux NAPs HU et H-NS exercent des effets antagonistes dans la cellule (Figure
12). Alors que H-NS compacte et condense ’ADN, HU lui donne une forme circulaire rigide.
De plus, la capacité de H-NS a réprimer la transcription d’'un certain nombre de génes est
accrue dans les mutants dépourvus de HU, cette derniére étant capable de lever la répression

de ces génes (Dame et Goosen, 2002).

® Dps (DNA-binding Protection from Starved cells)

La protéine Dps se lie de fagon non spécifique a ’ADN, et sa principale fonction est de le
protéger pendant les périodes de stress, dont la phase stationnaire (Frenkiel-Krispin et al.,
2004). Alors que seulement 6000 molécules de Dps sont présentes chez E. coli en phase
exponentielle, prés de 200 000 molécules ont été dénombrées en phase stationnaire, ce qui en
fait la protéine la plus abondante de la cellule (Talukder et al., 1999).

Sur des bases structurales, Dps est considérée comme un membre des bactérioferritines,
chaque monomeére formant une structure entrelacée de 4 hélices. Dps est formée de 12 de ces
monomeres formant une sphére creuse (Figure 13), ces spheéres s’assemblant ensuite en nids
d’abeilles (Frenkiel-Krispin et al., 2004). La surface ainsi formée ne présente pas de domaine
spécifique de fixation a 'ADN, mais des résidus lysines, chargés positivement et présents dans
les pores situés entre les spheéres, pourraient interagir avec 'ADN (Grant et al., 1998). La
liaison a ’ADN pourrait induire des interactions entre dodécameres de Dps, conduisant a la
formation de couches superposées de Dps et ’ADN (Wolf et al., 1999). La formation de ces
structures tres organisées permettrait une forte compaction de 'ADN. Les effets de Dps sur
la structure de 'ADN ont été visualisés par microscopie. Apres 24h de carence
nutritionelle, des structures toroidale Dps-ADN sont formées; aprés une phase
stationnaire prolongée de 48h, ces structures laissent place a des cristaux ou les couches de
Dps et d’ADN sont alternées (Figure 13 ; Frenkiel-Krispin et al., 2004).

Les structures formées par Dps permettent de protéger 'ADN des stress oxydatifs,

thermiques, et des radiations UV (Minsky et al., 2002 ; Frenkiel-Krispin et al., 2004). Dps fait
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d’ailleurs partie du régulon de OxyR, celui de la réponse aux stress oxydatifs (Altuvia et al.,
1994). Pendant de tels stress, cette protection stérique serait couplée a une protection
chimique, grice a la liaison des ions Fe?* a Dps. En effet, les stress oxydatifs sont associés a la
production de radicaux libres, toxiques pour les cellules, via les réactions de Fenton
impliquant les ions Fe?". Ces radicaux peuvent notamment conduire a des cassures simple brin
ou double brin de ’ADN par oxydation des bases nucléotidiques. Dps est capable de séquestrer
les ions Fe? et de les oxyder par l'utilisation, et donc I'élimination, de H20z, sans relarguer de

radicaux libres, préservant ainsi I'intégrité de ' ADN (Zhao et al., 2002).

2. La protéine IHF

La protéine IHF (Integration Host Factor) est la NAP présentant la plus forte spécificité
de fixation a '’ADN avec une séquence consensus clairement définie, qui ressort de 'analyse
de plusieurs sites de fixation (Dorman et Deighan, 2003). IHF est un hétérodimere dont les
sous-unités o et f sont codées par les genes himA et himB et dont la séquence et la structure
ressemblent a celles de HU. IHF se fixe sur une séquence de 30 pb, dont 13 sont conservées, et
y induit une courbure allant jusqu’a 180° (Figure 11A ; Dame et al., 2005). Seuls 1000 sites de
fixation a haute affinité pour IHF sont présents sur le chromosome (Ussery et al., 2001), alors
que 12 000 molécules d'THF sont présentes chez E. coli en phase exponentielle, et 55 000 en
début de phase stationnaire (Talukder et al., 1999). Un fort exces d'THF est donc présent par
rapport a ses sites de haute affinité. IHF pourrait donc également se fixer a ’ADN par des
interactions non spécifiques, car la majorité d’'IHF in vivo est liée a TADN (Yang et Nash,
1995). La fixation d'IHF a 'ADN in vitro provoque une réduction de la longueur de 'ADN de
30%, liée a l'activité de courbure d’'THF et conduisant a la compaction de 'ADN (Al et al.,
2001). L’expression maximale d’THF lors du passage en phase stationnaire permet d’envisager
la compaction du chromosome par IHF a ce moment du cycle cellulaire, avant que Dps ne
prenne le relais (Luijsterburg et al., 2006).

En plus de son role structural d’organisation de I’ADN, IHF est impliquée dans les
phénomenes de régulation de la transcription chez les bactéries (Goosen et van de Putte,

1995), la réplication de '’ADN (Ryan et al., 2002), la recombinaison site-spécifique (Dorman et
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Higgins, 1987), et la transposition (Crellin et al., 2004). Son activité de courbure est cruciale
pour ces fonctions additionnelles, car elle induit des interactions a grande échelle entre
différentes protéines (Goosen et van de Putte, 1995). D’autre part, l'influence d’IHF sur la
structure de 'ADN contribue notamment au controle de la transcription. Ainsi, la liaison
d’THF sur un de ses sites de fixation en amont du promoteur 7/vPc améliore I'ouverture de la
bulle de transcription en transférant la tension induite par la courbure de 'ADN de sites
riches en AT en amont du promoteur vers celui-ci (Parekh et al., 1996 ; Sheridan et al., 1998).
Des profils globaux de transcription ont été réalisés chez S. typhimurium afin de
comparer la souche de référence et des mutants dépourvus d'THF (Mangan et al., 2006). De
profonds changements de la transcription ont été observés suite a I'absence d’IHF, les génes
affectés étant notamment impliqués dans la transition entre les phases exponentielle et
stationnaire, mais aussi dans la virulence et I'invasion des cellules épithéliales, ce qui montre
le r6le d’'ITHF dans la régulation coordonnée des traits pathogéniques et de 'adaptation aux

carences (Mangan et al., 2006).

3. La protéine Fis

La protéine Fis (Factor for Inversion Stimulation), un homodimeére de 98 acides aminés,
fut découverte dans les années 1980 chez E. coli et S. typhimurium pour son implication dans
les phénomenes de recombinaison site-spécifique (Johnson et al., 1986 ; Koch et Kahmann,
1986 ; Thompson et al., 1987 ; Ross et al., 1990). Depuis, un grand nombre de fonctions lui ont
été attribuées dans la cellule, et elles ont pu étre corrélées a sa structure, connue depuis 1991

(Kostrewa et al., 1991).

a. Role de Fis dans la superhélicité de I’ADN

Des sites a haute affinité pour Fis ont été mis en évidence, ce qui a permis de déduire
une séquence consensus de fixation de Fis sur 'ADN, de 15pb (Hengen et al., 1997). Cette
séquence est cependant trés dégénérée. De plus, le nombre de sites a haute affinité répertoriés
sur le chromosome d’E. coli, estimé a 6000 (Ussery et al., 2001), est bien inférieur au nombre

de molécules de Fis dans la cellule en phase exponentielle (plus de 50 000 molécules). Ainsi,
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Fis est également capable de se fixer de maniére non spécifique a 'ADN (Pan et al., 1996),
avec une préférence pour des régions courbées. La fixation de Fis sur TADN provoque une
courbure de 50 a 90°, ainsi qu'un phénomeéne d’extrusion de boucles de 'ADN (Figure 11C;
Schneider et al., 2001). La capacité de Fis a se fixer de maniére a la fois non spécifique et sur
des sites a haute affinité lui permet d’influer sur la topologie de 'ADN aussi bien au niveau
global que local. En effet, de par sa capacité a se fixer de facon non spécifique et a former des
« branches » et des boucles d’ADN, Fis est impliquée dans la structuration globale du
chromosome. Ainsi, Fis forme des barrieres qui contribuent au maintien de domaines
topologiques, et son absence engendre un relichement général du chromosome (voir
paragraphe II.A.4 ; Hardy, Cozzarelli, 2005).

Au niveau local, Fis se fixe sur des sites de reconnaissance a haute spécificité, qui sont
souvent localisés dans les régions promotrices de certains genes, ce qui fait de Fis un
régulateur global de la transcription (Dorman et Deighan, 2003). Ces sites de fixation sont
appelés Upstream Activating Sequence (UAS) et ont été particulierement bien étudiés dans le
cas des opérons d’ARN ribosomiques, qui sont activés par Fis. Leur région régulatrice posséde
en effet plusieurs sites de fixation de Fis qui sont séparé par une distance correspondant au pas
de I'hélice, le site majeur étant localisé a la position -71 par rapport au site d’initiation de la
transcription (Newlands et al., 1992 ; Hirvonen et al., 2001). Cette structuration des UAS leur
permet d’étre tous localisés du méme c6té de la double hélice ’ADN. La fixation de Fis sur ces
UAS entraine des courbures de I’ADN et la formation de boucles d’ADN (Travers et
Muskhelishvili, 1998 ; Schneider et al., 2001), ces boucles favorisant la fixation de 'ARN
polymérase (Heggeler-Bordier et al., 1992). Elles pourraient donc favoriser la transcription des
opérons d’ARNr par l'intermédiaire de Fis. Ainsi, les deux effets de Fis sur ’ADN, aux niveaux
global et local, impliquent le méme mécanisme structural : une forte courbure de ’ADN avec
pour conséquence la formation de boucles (Figure 14 ; Muskhelishvili et Travers, 2003). Un
autre exemple est constitué par la région promotrice de tyr7, qui contient trois sites ou Fis se
fixe de maniere coopérative. L’effet de cette fixation est de stimuler 'ouverture du promoteur,
probablement a I'aide de la torsion introduite par les trois dimeres de Fis (Auner et al., 2003).
L’effet local de Fis sur les promoteurs possédant des sites de fixation a haute affinité serait de
moduler, en 'augmentant, le superenroulement local de '’ADN de ces promoteurs. De cette

fagon, Fis permettrait a ces promoteurs de rester actifs méme si la superhélicité globale de
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I'ADN devenait défavorable a la transcription de ces promoteurs (Muskhelishvili et Travers,
2003). Par exemple, en augmentant localement la superhélicité de 'ADN en amont des
opérons d’ARNT, Fis favorise leur transcription qui nécessite une superhélicité forte (Zacharias
et al., 1992), et ce méme si la superhélicité globale du chromosome venait a diminuer. Ce n’est
que lorsque la concentration de Fis diminue, lors du passage en phase stationnaire, que la
transcription de ces opérons va diminuer.

Enfin, Fis agit également sur le niveau de superhélicité de 'ADN de facon indirecte, en
régulant les génes codant les topoisomérases. En effet, Fis réprime I'expression des genes
codant la gyrase (Schneider et al., 1999) et active topA, qui code la Topol, lors de stress
oxydatifs (Weinstein-Fischer et al., 2000). Fis est ainsi impliquée dans le controle
homéostatique du degré de superhélicité de 'ADN (voir paragraphe IV.B.). En effet, la
transcription de fis est sensible au niveau de superhélicité.

Tous ces mécanismes font de Fis une protéine centrale du controle de la superhélicité,
agissant comme senseur des conditions de 'environnement, organisateur de la structure du

chromosome et enfin régulateur des topoisomérases (Schneider et al., 2000b).

b. Structure de Fis

La structure d'un monomere de Fis révele 4 hélices o entremélées A a D (Figure 15A).
Ces hélices s’étendent des résidus 27 a 42 (A), 50 a 70 (B), 74 a 81 (C) et 85 a 94 (D). La
structure formée par les 25 premiers acides aminés a longtemps été inconnue, et était donc
supposée non structurée. Un mutant a été isolé, dont la structure a révélé une organisation en
épingle a cheveux formée par deux feuillets B et rattachés au corps de la protéine par des
interactions hydrophobes et des liaisons hydrogene (Safo et al., 1997).

Les hélices A et B sont localisées dans la partie N-terminale de la protéine et sont
impliquées dans des interactions entre monomeres pour construire une structure compacte
dont la taille est d’environ 25x35x50 A (Yuan et al., 1991). L’hélice A d’un monomére n’a
aucun contact avec les hélices C’ et D’ de I'autre monomere, mais elle établit de nombreuses
liaisons hydrogéne et de Van der Waals avec 'hélice B’ de I'autre monomere. L’hélice B est
courbée en son milieu en direction de I'hélice C’ avec laquelle elle forme une hélice virtuelle

plus longue par I'intermédiaire de liaisons hydrogene (Figure 15A).
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Les hélices C et D sont situées dans la région C-terminale de la protéine et forment un
motif hélice-tour-hélice de liaison a 'ADN (Yuan et al., 1991). Les protéines contenant un tel
motif s'insérent généralement dans le grand sillon de ’ADN. L'orientation des groupements
phosphate de 'ADN responsables des interactions avec Fis est telle que la distance entre deux
grands sillons varie de 29 a 34A. Bien que les deux hélices D d’'un dimeére de Fis soient
orientées correctement pour s'insérer dans les grands sillons, elles ne sont espacées que de 25A.
La fixation de Fis résulte ainsi en une courbure de ’ADN (Figure 11C et 15B) d’environ 50 a
90° (Pan et al., 1996).

c. La régulation de Fis

Le géne fis est le deuxiéme géne d'un opéron comportant également dusB, codant une
dihydrouridine synthase (Bishop et al., 2002). L’'opéron dusB-fis est sous le contrdle dun
promoteur unique, fisP (Ball et al., 1992 ; Walker et al., 1999 ; Mallik et al., 2004).

Le nombre de molécules de Fis varie de facon importante au cours du cycle cellulaire. 11
est maximal lors de 'entrée en phase exponentielle, environ 1h apres dilution dans du milieu
frais (plus de 50 000 molécules), puis diminue jusqu’a une quasi-disparition de Fis en phase

stationnaire (moins de 100 molécules).

© Régulation transcriptionnelle

Le promoteur fisP est reconnu par le facteur sigma végétatif 0’° (Figure 16), méme si la
boite -35 est plus éloignée de la séquence consensus. Quatre caractéristiques de ce promoteur
sont a l'origine d’une forte transcription en phase exponentielle, suivie d'un arrét en phase
stationnaire.

Premierement, ce promoteur se caractérise par la présence d'une séquence riche en GC
entre la boite -10 et le site d’initiation de la transcription, appelée discriminateur (Figure 16 ;
Walker et al., 1999). Cette séquence crée une barriére énergétique pour l'ouverture de la
double hélice lors de I'initiation de la transcription. Elle constitue la signature de génes dont la
transcription nécessite une superhélicité négative de 'ADN élevée. En effet, fis est activée par
une superhélicité forte, caractéristique de la phase exponentielle de croissance (voir
paragraphe IV.A.). Ceci est a la base du controle homéostatique de la superhélicité de ’ADN

par Fis.
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Deuxiéemement, deux sites d’initiation de la transcription sont observés, dont le majeur
est situé 8 pb apres la boite -10 (Figure 16) et fait intervenir un CTP comme nucléotide
initiateur. Le second est situé 2 pb en amont et implique un GTP, mais ne participe que tres
faiblement a l'initiation de la transcription. Le fait d’initier la transcription par un CTP est un
phénomene relativement rare chez £ colj, du fait de sa faible abondance (Walker et al., 2004),
et de la faible interaction qu’il établit avec 'ARN polymérase (Wu et Goldthwait, 1969). Ceci
en fait ainsi un remarquable mécanisme de régulation de la transcription pour des génes qui
sont transcrits rapidement puis réprimés tout aussi rapidement, ce qui est le cas de fis. En effet,
a 'entrée en phase exponentielle de croissance, la concentration en CTP augmente, ce qui
favorise une activation de la transcription de fis par la stabilisation du complexe ouvert
(Walker et al., 2004). En milieu de phase exponentielle, la quantité de CTP disponible
diminue fortement, et la transcription de fis aussi et, bien que cette diminution soit due a
différents facteurs, elle suit la concentration en CTP de maniere remarquable (Walker et al.,,
2004). Le remplacement de ce C par un A entraine une prolongation de I'expression de fis
jusqu’en phase stationnaire (Walker et al., 1999).

Troisiémement, le promoteur de fis est soumis a une autorépression. En effet, Fis se fixe
sur son propre promoteur, sur 6 sites répartis des résidus -231 a +30 (Finkel et Johnson, 1992 ;
Ball et al., 1992). Fis présente une grande affinité pour les sites I et II, mais c’est surtout le site
II qui participe a la répression (Pratt et al., 1997). En effet, il chevauche la région -35 du
promoteur et, avec le site I, se superpose au site de fixation de '’ARN polymérase. L’hypothese
la plus probable est que la fixation de Fis empéche I’ARN polymeérase d’initier la transcription.

Quatriémement, le promoteur de fis est soumis au contrdle stringent, c'est-a-dire a la
répression par (p)ppGpp, leffecteur de la réponse stringente permettant la réponse aux
carences nutritionnelles (Cashel et al., 1996). Les nucléotides (p)ppGpp sont synthétisés lors
de carences nutritionnelles. Ils répriment alors les genes nécessaires a la croissance et activent
certains genes nécessaires a la survie. Une des caractéristiques des promoteurs régulés
négativement par la réponse stringente est la présence du discriminateur riche en GC entre la
région -10 et le +1 de transcription. Le promoteur de fis est ainsi soumis a la répression par
(p)ppGpp (Ninnemann et al., 1992). Le contrdle stringent ainsi exercé sur fisP participe donc

également a la chute de transcrits observée avant le passage en phase stationnaire.
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A coté des différents niveaux de régulation transcriptionnelle précédents, un autre
régulateur est impliqué dans l'activation de 'opéron dusB-fis: IHF. Un site de fixation d’THF
est centré 114 pb en amont du +1 de transcription du gene fis (Pratt et al., 1997). La fixation

d’IHF sur ce site entraine une activation de la transcription de 3 ou 4 fois.

©  Régulation traductionnelle

La régulation de I'expression de fis s’exerce également au niveau de la traduction par une
protéine a activité GTPase, appelée BipA, et qui présente des homologies avec des facteurs
d’élongation de type EF-G (Owens et al., 2004). Son profil d’expression est similaire a celui de
Fis : de trés abondante en début de phase exponentielle, BipA devient quasiment indétectable
aprés 3h de culture. BipA interagit avec les ribosomes et son role est de favoriser I'initiation de
la traduction de ’ARNm de fis. En effet, des interactions particulierement fortes existent entre
la région 5’ non traduite de TARNm de fis et les ribosomes, et BipA permettrait de déstabiliser
ces interactions pour débuter I'initiation de la traduction par les ribosomes (Figure 17 ; Owens
et al., 2004). Les auteurs émettent deux hypotheses principales quant au role physiologique de
BipA : la premiére est que l'interaction BipA-ribosomes permettrait de recruter ceux-ci pour
traduire fis, ce qui est indispensable en phase exponentielle, c'est-a-dire au moment ou la
traduction de nombreux ARNs est en cours. Ceci permettrait ainsi une synthese préférentielle
et rapide de Fis en début de phase exponentielle et une synthése continue pendant la phase
exponentielle. La seconde hypothese est que l'activité GTPase de BipA aurait un role de
senseur de la concentration en GTP, car elle possede une activité GTPase, et ne permettrait la
traduction de fis que lorsque la concentration est optimale, la traduction étant un phénomene
particuliérement consommateur de GTP.

Un second niveau de régulation de la traduction de Fis est réalisé par I'intermédiaire des
polyamines (putrescine, spermidine et spermine), la quantité de Fis augmentant en leur
présence (Yoshida et al., 2004). Ces petites molécules interagissent avec les ARNs messagers et
affectent ainsi la traduction des protéines (Miyamoto et al., 1993). En déstabilisant les ARNm
doubles brins, les polyamines rendent libre la séquence de Shine-Dalgarno, sur laquelle la

sous-unité 30S du ribosome peut ensuite venir se fixer (Yoshida et al., 2004).
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d. Autres réles de Fis dans la cellule

En plus de son role dans le maintien d'un niveau optimal de superhélicité de I’ADN, Fis
intervient dans de nombreux processus cellulaires fondamentaux. Fis est en effet un régulateur
de la transcription de nombreux génes, mais est également impliquée dans la réplication du

chromosome et dans des phénomenes de recombinaison et d’inversion site-spécifique.

© Régulateur global de I'expression des génes

Fis est connue pour réguler la transcription d'un grand nombre de genes. Parmi ceux-ci,
Fis active la transcription des promoteurs d’ARN ribosomiques et d’ARN de transfert (Bosch et
al., 1990 ; Ross et al., 1990 ; Lazarus et Travers, 1993). Fis interagit avec 3 sites de fixation
situés en amont du promoteur P1 de rznB, mais c’est la fixation sur le site I qui est la plus
importante pour l'activation du promoteur (Figure 18). En plus de modifications structurales
de TADN (voir plus haut), la fixation d'un dimeére de Fis sur ce site permet son interaction
avec la sous-unité o de 'ARN polymérase (Figure 19), par I'intermédiaire des résidus situés a
des positions comprises entre 68 et 74 d'un des monomeres de Fis, c'est-a-dire situés a la
connexion entre les hélices B et C (Figure 15; Bokal et al., 1997 ; Aiyar et al., 2002). La
présence de 3 sites de fixation de Fis consécutifs pourrait induire une plus grande torsion de
I’ADN et ainsi un plus grand contact avec 'ARN polymérase (Muskhelishvili et al., 1995).

Fis est également un régulateur des génes de topoisomérases, en inhibant la transcription
des génes gyrA et gyrB codant les sous-unités de la gyrase (Schneider et al., 1999) et en
activant le géne ropA codant la Topol (Weinstein-Fischer et al., 2000). Fis se lie au promoteur
de gyrA, et la transcription est inhibée directement, Fis empéchant la fixation de 'ARN
polymérase sur le promoteur. Pour gyr5B, le mécanisme est moins clair : '’ARN polymeérase se
fixe sur le promoteur méme en présence de Fis, mais une probable stabilisation de la structure
empécherait le début de la transcription (Schneider et al., 1999).

Fis intervient également dans le controle de différentes voies métaboliques en régulant,
de facon indirecte cette fois, I'expression de génes impliqués dans le catabolisme de sources de
carbone ou d’acides nucléiques, comme g/pK, ntID, rbsB, cdd et udp (Gonzalez-Gil et al,,
1996). La recherche de génes régulés par Fis a permis a Xu et Johnson (Xu et Johnson, 1995b)

d’en identifier 13 autres, dont 5 seulement ont une fonction connue. Trois d’entre eux codent
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pour des protéines nécessaires a la croissance en milieu pauvre : des transporteurs du D-xylose
(XylF), de la glutamine (GInQ) et des méthylgalactosides (MglA). Les deux autres génes
identifiés codent SdhA, une sous-unité de la succinate déshydrogénase, et AldB, une aldéhyde
déshydrogénase qui participe a la détoxification des alcools et aldéhydes (Xu et Johnson,
1995a). D’autres genes impliqués dans différentes voies métaboliques et réprimés par Fis ont
été identifiés : acs, qui code l'acétyl-coenzyme A synthétase, qui permet a la cellule d’utiliser
l'acétate lors de carences en sources de carbone et a 'entrée en phase stationnaire (Browning
et al., 2004); T'opéron nir, codant une nitrite-réductase cytoplasmique intervenant en
conditions d’anaérobiose (Browning et al., 2000) ; ou encore 'opéron nrf, actif lui aussi en
anaérobiose et responsable de la réduction des nitrites par le formate (Browning et al., 2005).
Sur un certain nombre de ces promoteurs, Fis agit de concert avec d’autres régulateurs de la
transcription et assure ainsi une expression tres fine et précise de ces génes (Browning et al.,
2005).

De par les genes qu’elle contrdle, notamment les opérons d’ARNr, la protéine de type
histone Fis est donc un point de controle clef de la croissance bactérienne. Il a d’ailleurs été
récemment démontré que Fis participait a la régulation du facteur o® spécifique des conditions
de stress nutritionnel, en réprimant la transcription de rpoS en phase exponentielle chez S.
typhimurium (Hirsch et Elliott, 2005). Fis agirait ici par le méme mécanisme que sur son
propre promoteur, c'est-a-dire en empéchant la fixation de TARN polymérase a TADN.

Enfin, Fis est également impliquée dans le contrdle de l'expression des geénes de
virulence dans des souches pathogenes d’E. coli (Goldberg et al., 2001), chez S. flexneri
(Falconi et al., 2001) et chez S. typhimurium (Schechter et al., 2003). En effet, chez
S. typhimurium, Fis active des génes faisant partie des flots de pathogénicité. La délétion de fis
entraine la diminution de l'expression de AilA et invF, associée a un déficit sérieux de
virulence, chez la souris (Wilson et al., 2001). Ces deux génes sont responsables de I'activation
de plusieurs opérons de SPI-1, un flot de pathogénicité de S. typhimurium qui contient en
partie le systéeme de sécrétion de type III. De plus, la comparaison des profils globaux de
transcription entre une souche de référence de S. typhimurium et un mutant dépourvu de Fis
a révélé que Fis activait les génes du systeme de sécrétion de type III, d’'invasion des cellules
épithéliales, de la survie dans les macrophages et de fabrication des flagelles, ces génes étant

répartis dans les ilots de pathogénicité SPI-1 a 5 (Kelly et al., 2004). Des génes impliqués dans
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des voies métaboliques nécessaires a la survie dans l'intestin des mammiféres sont régulés
négativement par Fis (utilisation du propanediol, biosynthese de la biotine, transport de la
vitamine B12, métabolisme de l'acétate,...). Ainsi Fis joue un role central en coordonnant

I'expression de facteurs nécessaires a la croissance mais également a la virulence.

® Laréplication

Un autre rdle fondamental de Fis est celui joué dans l'initiation de la réplication. Fis
possede en effet un ou plusieurs sites de fixation au niveau de l'origine de réplication oriC
(Gille et al., 1991 ; Filutowicz et al., 1992). Bien que la raison de cette fixation demeure
inconnue, des mutants fis produisent une asynchronie de l'initiation de la réplication dans des
conditions de croissance rapide (Boye et al., 1993). Une courbure induite par la fixation de Fis
pres d’oriC pourrait faciliter I'initiation de la réplication. Des interactions existent également

au niveau d’oriCentre Fis, IHF et DnaA (Ryan et al., 2004).

®  Les phénomenes d’inversion et de recombinaison site-spécifique

Fis a été découverte par sa capacité a favoriser les réactions d’inversion catalysées par les
recombinases du type Hin, Gin et Cin (Finkel et Johnson, 1992). Durant ces réactions, Fis se
lie a deux sites entourant une séquence de recombinaison (Recombinational Enhancer)
d’environ 60 pb (Figure 20). D’autre part, la recombinase Hin se fixe au niveau des deux sites
de recombinaison AixR et hixL et y est responsable du clivage et de la ligation des brins d’ADN
(Osuna et al., 1991). La fixation de Fis permet le rapprochement des deux sites AixR et hixL et
du site stimulateur de la recombinaison. Ceci génére alors un intermédiaire de recombinaison
au sein duquel linteraction entre Fis et la recombinase Hin induit I'événement de
recombinaison, par extrusion sous forme de boucles de ’ADN situé entre AixR et hixL (Figure
20; Osuna et al., 1991). On retrouve ainsi l'effet de la fixation de Fis sur TADN décrit
précédemment.

Enfin, Fis stimule également I'intégration et 'excision de 'ADN du bactériophage A en
se liant au site atzR du génome phagique (Ball et Johnson, 1991a, b). En introduisant une
courbure dans 'ADN, Fis favorise I'intégration et I'excision de TADN du phage (Esposito et

Gerard, 2003).
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4. Dynamique d’expression des NAPs

Comme nous venons de le voir, Fis est la protéine de type histone majoritaire pendant la
phase exponentielle. Son niveau augmente trés rapidement au moment de la reprise de la
croissance, pour atteindre plus de 50 000 molécules par cellule (Talukder et al., 1999). Deux
autres NAPs, HU (30 000 a 50 000 molécules) et H-NS (20 000 molécules) sont abondantes en
phase exponentielle. En fin de phase exponentielle, leur niveau décroit, en méme temps que le
degré de superhélicité de ’ADN : Fis disparait presque totalement alors que HU reste a un
niveau basal correspondant a moins d’'un tiers de sa concentration en phase exponentielle
(Talukder et al., 1999). H-NS subit une diminution de concentration d’environ deux fois, et
reste ainsi présente en phase stationnaire. Lors de la transition entre les phases exponentielle
et stationnaire, deux autres NAP deviennent majoritaires : Dps (prés de 200 000 molécules) et
IHF. Le réle principal d’THF se situe pendant cette transition, puisque son niveau atteint un
pic (55 000 molécules), puis diminue par la suite, tout en restant a la moitié de son niveau
maximal (Talukder et al., 1999). Enfin, en phase stationnaire prolongée, la protéine Dps est de
loin majoritaire.

Une certaine hiérarchie entre ces protéines a donc été mise en évidence au cours du
cycle cellulaire d’E. coli. L’expression de ces protéines de type histone est tres dynamique tout
au long de la croissance bactérienne. Ces protéines sont impliquées dans la régulation de la
transcription de nombreux génes, mais aussi dans les processus de réplication du chromosome
et de recombinaison. Leurs différentes fonctions sont souvent réalisées de par leur effet sur la
topologie de ’ADN. Ainsi, la dynamique d’expression de ces histones va conduire a des
variations de superhélicité de 'ADN, locales ou globales, et ceci pourrait avoir un impact
important sur les capacités de réponse des cellules aux fluctuations de leur environnement. De
plus, comme nous allons le voir dans la partie suivante, les NAP sont également impliquées
dans la structuration du chromosome en domaines plus ou moins larges et leur expression

différentielle entraine une plasticité importante de la structure du chromosome.
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ll. Organisation du chromosome dans la cellule

Chez les eucaryotes, les chromosomes sont organisés en plusieurs niveaux de compaction,
I'unité de base étant la structure nucléosomique réalisée par les histones (Kornberg et Lorch,
1999). Le nucléosome est le point central du contrdle de la transcription. Chez les bactéries,
une telle structuration est absente, mais 'ADN est aussi organisé au sein du nucléoide par son
association avec différentes protéines (Pettijohn, 1996). Une telle organisation est nécessaire
pour compacter le chromosome de maniére a le contenir dans la cellule (compaction de 1000
fois pour le chromosome d’£. coli), mais aussi pour permettre la flexibilité nécessaire a la
réplication du chromosome et a la transcription des génes, processus qui vont par ailleurs étre
modifiés en fonction des conditions de I'environnement. Une partie de cette organisation
repose sur le fait que le chromosome bactérien présente une superhélicité négative, qui facilite
les transitions entre les conformations double et simple brin, nécessaires a tous les processus
vitaux (réplication, transcription, recombinaison). En revanche, le niveau global
d’organisation du nucléoide reste peu connu, bien que des travaux récents permettent de
mettre en évidence la structuration spatiale du chromosome bactérien sous forme de domaines

topologiques et de macrodomaines.

A. Les domaines topologiques

Le premier niveau de compaction du chromosome est sa division en domaines
topologiques, un domaine étant défini comme la région relaxée par une coupure simple ou
double brin de 'ADN (Pettijohn, 1996). En 'absence de domaines topologiques, une coupure
aurait pour effet la rotation des brins d’ADN autour de cette coupure, conduisant a la perte
rapide et catastrophique de la superhélicité négative, qui pourrait alors se propager a
I'ensemble du chromosome et conduire ainsi a la mort cellulaire. De telles coupures peuvent
en effet étre générées in vivo par des altérations chimiques (radicaux oxygénés, alkylation,
dépurination), des endonucléases cellulaires, ou par le processus méme de la réplication. Ainsi,
la répartition de domaines topologiques tout au long du chromosome permet de préserver

celui-ci : suite a une coupure, seul un domaine sera relaché, et non le chromosome entier. Les
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changements de superhélicité seront ainsi restreints a un niveau local, grace a la présence de
barrieres empéchant la diffusion des supertours entre différents domaines. Les premiers
travaux effectués ont montré la nécessité de multiples coupures pour relacher totalement le
chromosome in vitro, ce qui suggérait la présence de différents domaines topologiques
(Worcel et Burgi, 1972). Ces études, ainsi que d’autres basées sur lutilisation de
triméthylpsoraléne tritié (Sinden et Pettijohn, 1981), ont conclu a lexistence dune
quarantaine de domaines, d’environ 100kb chacun. Plus récemment, deux méthodes
indépendantes ont été utilisées pour étudier plus finement I'organisation chromosomique en
domaines topologiques.

La premiére est basée sur 'identification de 306 génes dont la transcription est modifiée
suite a un relachement de 'ADN, ces génes étant dispersés sur le chromosome d’Z. coli (Peter
et al., 2004). Postow et al. (2004) se sont servis de cette étude pour déterminer 'impact d’'une
coupure du chromosome sur la transcription de ces 306 génes. Des coupures doubles brins ont
été introduites a des positions définies du chromosome par I'induction in vivo de I'expression
de I'enzyme de restriction Swal, qui présente 117 sites de coupures sur le chromosome d’£.
coli (Postow et al., 2004). L’effet de ces coupures étant un relichement de I’ADN, la
transcription des génes situés a proximité, notamment ceux sensibles a la superhélicité, va étre
affectée (Peter et al., 2004). Le profil global de transcription a donc été déterminé avant et
aprés coupure par Swal. Connaissant la distance entre les sites de restriction et les génes
sensibles au relachement de 'ADN, les auteurs ont pu conclure a un nombre de domaines
d’environ 450, chacun ayant en moyenne une taille de 10kb. Ces résultats ont été appuyés par
une mesure directe de la taille des boucles chromosomiques formées par microscopie
électronique (Postow et al., 2004).

La deuxieme étude porte sur des souches de S. typhimurium dans lesquelles des paires de
sites res de recombinaison site-spécifique ont été introduites a différentes distances
chromosomiques. Ces souches contiennent également les génes, inductibles par I'IPTG, codant
les résolvases des transposons Tn3 ou yd (Higgins et al., 1996). Un systéme de sélection permet
de détecter et de quantifier les événements de recombinaison entre les sites res. Ce systéme de
recombinaison site-spécifique est basé sur 'alignement précis de 2 sites res dont la taille est de
140pb, et dépend d'un niveau adéquat de superhélicité négative (Stark et Boocock, 1995).

Ainsi, 2 sites res ne peuvent recombiner qu’a I'intérieur d'un méme domaine topologique, afin
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de permettre la diffusion de superhélicité négative entre les deux sites. L’utilisation de ce
systeme ingénieux a révélé que la taille moyenne d'un domaine était d’environ 25kb. Cette
valeur, basée sur la stabilité des barriéres entre domaines et sur celle de la résolvase Tn3 ou yd
utilisée, est probablement sous-estimée. En effet, la stabilité élevée de ces résolvases rend non
détectables des domaines dont la durée de vie serait trop courte. Des mutants de la résolvase
présentant des demi-vies variées (de 5min a plusieurs heures) ont alors été utilisés pour
étudier la dynamique du chromosome (Stein et al., 2005). Ces mutants ont permis de montrer
que S. typhimurium, comme £E. coli, possédait plus de 400 domaines topologiques par
chromosome, de taille moyenne comprise entre 11 et 13kb. D’autre part, ces domaines
présentent une structure extrémement dynamique, ce qui avait été montré précédemment
(Postow et al., 2004). La dynamique de ces domaines est indispensable pour les processus de
réplication et de transcription. En effet, ceux-ci provoquent une forte altération du
superenroulement et les domaines topologiques doivent se refermer rapidement apres le
passage de la fourche de réplication ou de 'ARN polymérase (Deng et al., 2005).

Tous ces résultats impliquent non seulement la présence de barriéres délimitant les
différents domaines topologiques, mais également un grand dynamisme quant a leur

localisation. Plusieurs hypotheses sont formulées quant a leur nature.

1. La transcription

Le processus de transcription de génes codant des protéines membranaires pourrait
générer des barrieres a la diffusion des supertours. En effet, il a été démontré que la
transcription de tels génes provoquait une augmentation drastique de la superhélicité de
I'ADN (Lynch et Wang, 1993). Le phénomene d’ancrage a la membrane cytoplasmique issu de
la transcription/traduction de protéines membranaires pourrait ainsi contribuer a la formation
de barriéres topologiques. Ceci a été récemment confirmé en utilisant le systéme de
recombinaison site-spécifique entre deux sites res (Deng et al., 2004). Ces deux sites, ainsi que
le géne tetA codant une pompe a efflux membranaire pour la tétracycline, ont été introduits a
I'intérieur d'un domaine topologique chez S. typhimurium. L'induction de la transcription de
tetA engendre une réduction d'un facteur 20 de la recombinaison entre les deux sites res, ce

qui suggére que la transcription d'un géne codant une protéine membranaire crée des
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barriéres topologiques (Deng et al., 2004). Cependant, la transcription de génes codant des
protéines cytoplasmiques induit la méme diminution de recombinaison entre sites res (Deng
et al., 2004). Ainsi, le phénomeéne d’ancrage a la membrane n’est pas indispensable, et ce serait
l'activité transcriptionnelle qui serait en elle-méme responsable de la formation de domaines
topologiques. Deng er al (2004) suggérent cependant qu'un niveau élevé de transcription
serait nécessaire, et qu'une telle activité transcriptionnelle est rare dans la cellule. Ainsi, bien
que la transcription contribue a la formation de barriéres topologiques, elle ne peut expliquer

a elle seule la présence de plus de 400 domaines topologiques (Deng et al., 2005).

2. Les complexes SMC

Dans les cellules eucaryotes, les protéines SMC (Maintenance Structurale des
Chromosomes) assurent la structuration et l'organisation des chromosomes (Heck, 1997).
Cette famille de protéines inclut les condensines (ségrégation des chromosomes), et les
cohésines (alignement des chromatides sceur). Dans la cellule bactérienne, un seul complexe a
été répertorié comme membre de la famille des protéines SMC : il a été appelé MukBEF chez
E. coli (Yamazoe et al., 1999 ; Wang et al., 2006), et BsSMC chez Bacillus subtilis (Hirano et
Hirano, 2006).

Les protéines SMC jouent un réle dans le maintien du niveau de superhélicité de ’ADN.
En effet, des mutants de ces genes chez E. coli et B. subtilis présentent un changement de
superhélicité de 'ADN plasmidique et chromosomique, ainsi quune décondensation du
nucléoide (Weitao et al., 2000 ; Lindow et al., 2002). Ces mutants montrent également une
baisse de viabilité a des températures supérieures a 30°C. De plus, certaines de ces mutations
interferent avec les phénotypes conférés par d’autres mutations connues pour affecter le
niveau de superenroulement dans les cellules (Weitao et al., 2000 ; Sawitzke et Austin, 2000).
Par exemple, la sensibilité thermique de ces mutants est supprimée par des mutations du gene
topA, codant la Topol.

Les protéines de type SMC sont actives sous forme de dimeres dont la forme est celle
d’un V, chaque sous-unité étant repliée et enroulée sur elle-méme de maniére anti-paralléle
(Hirano et Hirano, 2006). Les extrémités de cette structure en V se regroupent et forment un

site de liaison capable d’hydrolyser 'ATP apres liaison a ’ADN. Dans le cas de MukB, le
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dimere est stabilisé par les co-facteurs MukE et MukF (Yamazoe et al., 1999 ; Fennell-Fezzie
et al.,, 2005), qui permettraient la formation de polymeres de complexes qui, en se liant a
I’ADN, le compacteraient en structures de type « rosettes » (Figure 21 ; Matoba et al., 2005 ;
Hirano et Hirano, 2006). Cependant, le nombre total de molécules de MukB dans la cellule est
de l'ordre de 150 (Kido et al., 1996), ce qui est bien trop faible pour étre impliqué dans la
formation de l'ensemble des 400 domaines topologiques. Comme dans le cas de la
transcription, les complexes MukBEF ne peuvent contribuer qu’a la formation d’une partie des

domaines topologiques.

3. Les Topos

L'utilisation du systéme de recombinaison site-spécifique entre deux sites res, décrit ci-
dessus, a montré que le nombre de domaines topologiques augmentait dans certains mutants
des genes codant la gyrase (Staczek et Higgins, 1998 ; Stein et al., 2005). Les Topos pourraient
donc intervenir dans la mise en place de domaines topologiques. Plus récemment, Moulin ez a/
(2005) ont démontré la capacité de la gyrase a former des barriéres en utilisant un autre
systeme expérimental. Il s’agit d'une construction comportant d'une part un promoteur
inductible fusionné au gene rapporteur uidA, codant la B-glucuronidase (GUS), suivi d'un
terminateur fort de la transcription, et d’autre part le promoteur du géne gyrA, sensible a la
superhélicité, et qui a été fusionné a /acZ, codant la B-galactosidase (Figure 22). Selon le
modele de Liu et Wang (1987), 'avancée de 'ARN polymérase sur 'ADN lors de la
transcription provoque des supertours positifs en amont de la machinerie transcriptionnelle et
des supertours négatifs en aval (Figure 5A). L’induction de la transcription de zidA va ainsi
provoquer des supertours positifs qui pourraient se transmettre jusqu'au promoteur gyrA.
Suite a I'induction de la transcription du géne uidA, Moulin et al (2005) ont démontré un
accroissement de l'activité f-galactosidase, et donc de l'activité du promoteur gyrA sensible au
niveau de superhélicité du chromosome. La diffusion de supertours positifs créés par la
transcription de uidA, et donc I'induction du promoteur de gyrA, peut se faire a des distances
d’environ 4kb. Des séquences d’ADN connues pour contenir des sites de fixation de la gyrase
ont alors été insérées entre le promoteur inductible et le promoteur de gyrA (Moulin et al.,,

2005). Ces insertions entrainent une diminution de la transcription a partir du promoteur
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gyrA et empéchent donc la diffusion des supertours positifs générés par l'induction
transcriptionnelle du géne uidA. Des sites de fixation de la gyrase peuvent donc faire office de
barrieres pour les domaines topologiques, et cette capacité est fortement corrélée a I'activité de
coupure de 'ADN par I'enzyme (Moulin et al., 2005).

La gyrase est connue pour se fixer sur des sites spécifiques appelés SGS (Strong Gyrase
Site) dans le cas du génome du bactériophage Mu (Pato et al., 1990), mais également présents
sur des plasmides, a différentes positions sur le chromosome, et sur le génome d’autres
bactériophages (Morrison et Cozzarelli, 1979 ; Lockshon et Morris, 1985 ; Franco et Drlica,
1988). D’autre part, la gyrase se fixe sur des séquences répétées présentes en plusieurs
centaines de copies chez E. coli et S. typhimurium, nommées séquences REP (Repetitive
Extragenic Palindromic) (Yang et Ames, 1988) et BIME (Bacterial Interspersed Mosaic
Elements) (Moulin et al., 2005). Le fait que la gyrase puisse constituer un type de barriéres en
se fixant sur ces sites rappelle la situation observée chez les eucaryotes, ou la topoisomérase II

est localisée a la base des boucles ’ADN (Earnshaw et Heck, 1985).

4. Les protéines liées au nucléoide

Les protéines de type histone jouent un role majeur dans l'organisation du nucléoide
grace a deux propriétés fondamentales : elles sont présentes en quantités abondantes dans les
cellules bactériennes et se fixent a TADN de maniére non spécifique. Méme pour celles
présentant une certaine spécificité de fixation, comme IHF ou Fis, les quantités présentes sont
bien supérieures au nombre de sites de fixation a forte affinité, et elles vont donc également se
fixer de maniere aspécifique (Johnson et al., 2005 ; Deng et al., 2005).

Hardy et Cozzarelli (2005) ont tenté d’identifier les constituants des barriéres
topologiques en utilisant un crible génétique afin d’identifier des mutants de ces barriéres chez
E. coli. Uhypothese de départ consiste a imaginer qu'un mutant de barrieres topologiques va
présenter un ADN globalement plus relaiché que la souche sauvage. Une souche a été
construite, contenant les genes rapporteurs b/a et /acZ, codant respectivement la B-lactamase
et la B-galactosidase, chacun sous le contréle du promoteur de gyrB, dont la transcription
dépend du degré de superhélicité et augmente suite a un relichement de TADN (Menzel et

Gellert, 1987 ; Peter et al., 2004). Chacun des génes rapporteurs a été intégré dans le
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chromosome de la souche rapporteur, les deux génes étant insérés a deux loci différents
(Hardy et Cozzarelli, 2005). Ainsi, la sélection sur les deux phénotypes simultanés, c'est-a-dire
la résistance a l'ampicilline et une forte activité B-galactosidase, permet de visualiser
lactivation de la transcription du promoteur gyrB probablement due a un relichement de
I’ADN. Celui-ci a lieu au niveau global du chromosome, plutét qu’a un niveau local, car les
deux genes rapporteurs sont insérés a deux loci différents. Une mutagenése par insertion
utilisant le transposon mini-Tn7/0 a été effectué, et les clones portant une insertion aléatoire
du mini-Tn70 ont alors été sélectionnés et criblés pour une fréquence de résistance a
I'ampicilline accrue, ainsi que pour une production accrue de -galactosidase, par étalement
sur un milieu contenant de 'ampicilline et du Xgal.

Parmi les genes identifiés par cette approche génétique, Hardy et Cozzarelli (2005) ont
identifié Ans, codant la protéine de type histone H-NS, qui constitue donc une barriére de
domaines topologiques. Afin d’analyser de fagon plus exhaustive le role potentiel des protéines
de type histone, Hardy et Cozzarelli (2005) ont également utilisé une approche plus ciblée en
délétant chacun des génes d’histone dans leur souche rapporteur. Ceci leur a permis de
montrer que Fis constituait également une barriére, ce qui n’était pas le cas d'IHF, de StpA ou
de HU. Les protéines de type histone Fis et H-NS ont été particulierement étudiées au niveau
structural pour leur interaction avec I’ADN, sur lequel elles forment des boucles (Dame et al.,
2000 ; Schneider et al., 2001). Elles peuvent donc constituer des barriéres de domaines
topologiques. H-NS forme des oligomeéres et peut se fixer de fagon coopérative sur plusieurs
centaines de paires de bases (Dame et al., 2000). Ces auteurs ont montré par microscopie a
force atomique que de telles structures ADN/H-NS pouvaient sassocier entre elles,
provoquant ainsi non seulement la condensation de ’ADN, mais aussi une extrusion sous
forme de boucles d’ADN libre (Figure 23A). Par ailleurs, des mutants H-NS présentent une
fréquence élevée de cellules anucléées (Kaidow et al., 1995). Toutes ces données font d’H-NS
une frontiére idéale de domaines topologiques.

Fis est capable de se lier a ’ADN sur une séquence spécifique, bien que dégénérée, mais
également de facon non spécifique (voir paragraphe 1.B.3). In wvitro, Fis se fixe
préférentiellement a des points de croisements et de branchements sur '’ADN superenroulé,
suggérant que Fis puisse, comme H-NS, contraindre des boucles d’ADN (Figure 23B). Des

mutants fis présentent des défauts de ségrégation des chromosomes et de division cellulaire a
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haute température (Filutowicz et al., 1992). De plus, Fis est présente en quantités
extrémement importantes dans la cellule en phase exponentielle de croissance (plus de 50 000
molécules par cellule), moment ol le nombre de domaines topologiques est élevé, puis

diminue fortement en phase stationnaire, avec le nombre de domaines (Deng et al., 2005).

5. Les autres protéines

La stratégie utilisée par Hardy et Cozzarelli (2005) leur a également permis de mettre en
évidence 3 autres protéines pouvant contribuer a la formation des barriéres topologiques.

La premiere, codée par le gene pgm, est une phosphoglucomutase impliquée dans la
glycolyse. Ce gene forme un opéron avec seqA, codant la protéine SeqA, qui se lie a TADN
hémiméthylé et séquestre I'origine de réplication chez £. colj, assurant ainsi la coordination
entre 'initiation de la réplication et le cycle cellulaire (Lu et al., 1994). SeqA est également
impliquée dans la condensation du chromosome (Weitao et al., 1999). Cependant, le role
précis de Pgm et/ou de SeqA en tant que barriéres topologiques n’est pas connu (Hardy et
Cozzarelli, 2005).

La deuxiéme protéine identifiée est DksA. Des mutants du gene dksA chez E. coli et
S. flexneri présentent des cellules filamenteuses. Ces mutants révélent également des
interactions génétiques entre dksA et d’autres génes, tels que dnak, qui code un facteur de
I'h6te nécessaire a la réplication de 'ADN du bactériophage A (Georgopoulos, 1977), mukB,
codant une protéine de type SMC (voir paragraphe II.A.2), ruv, impliqué dans les phénomenes
de recombinaison (West, 1997), et recNV, codant une protéine de type SMC induite par le
systeme SOS (Meddows et al., 2005). Les phénotypes des mutants dksA suggérent ainsi un role
dans la maintenance structurale du chromosome (Hardy et Cozzarelli, 2005). Ce réle pourrait
également étre lié a 'activité de ' ARN polymérase, car DksA peut se fixer au niveau du canal
secondaire de 'ARN polymérase ou elle stabiliserait la fixation de (p)ppGpp, l'effecteur de la
réponse stringente (Perederina et al., 2004 ; Paul et al., 2004).

La troisieme protéine identifiée est TktA, la transcétolase majeure du métabolisme des
sucres chez E. coli (Josephson et Fraenkel, 1969). Il s’agit de 'enzyme majeure du cycle des
pentoses phosphate. La aussi, son role dans les barriéres topologiques reste mystérieux, mais

tktA a été récemment identifié lors d'un criblage de mutants sensibles a la norfloxacine, un
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antibiotique ciblant les Topos de type II chez Bacteroides thetaiotaomicron (Ueda et
Yoshimura, 2003). De plus, TktA est un homologue de RecP, une protéine impliquée dans les
processus de recombinaison chez Streptococcus pneumoniae (Reizer et al., 1993). TktA
pourrait donc avoir une double fonctionnalité, dans le métabolisme des sucres et I'organisation
du chromosome.

En plus des protéines identifiées par I'étude de Hardy et Cozzarelli (2005), les protéines
intervenant dans la ségrégation du chromosome au cours de la division cellulaire pourraient
également jouer un role de barrieres de domaines topologiques. D'une part, FtsK coordonne la
division cellulaire avec la ségrégation du chromosome. Elle est ancrée par son domaine N-
terminal dans la membrane plasmique au niveau du septum par une interaction avec la
protéine FtsZ, pendant que le domaine C-terminal aide a la translocation de 'ADN en dehors
de I'espace du septum et facilite la décaténation (Sherratt, 2003 ; Aussel et al., 2002). D’autre
part, MreB est une protéine dont la structure est homologue a l'actine des eucaryotes et

participe aussi au déplacement de ’ADN apres la réplication (Kruse et Gerdes, 2005).

B. Les macrodomaines

L’organisation du chromosome en domaines topologiques ne reflete qu'un premier
niveau de structuration, sous-jacent a un degré d’organisation impliquant de grandes distances
chromosomiques bien supérieures a 10kb. En particulier, des analyses d’hybridation in situ par
fluorescence (FISH) chez E. coli ont révélé l'existence de 2 grandes régions d’environ 1Mb
chacune, appelées macrodomaines, 'une située autour de l'origine de réplication oriC et
lautre autour du terminus de réplication ter (Niki et al., 2000). Comme dans le cas des
domaines topologiques, les macrodomaines ont une structure dynamique au cours du cycle
cellulaire. Cette organisation en macrodomaines a été confirmée et précisée par une approche
génétique (Valens et al., 2004), basée sur le systéme de recombinaison site-spécifique du
bactériophage A, afin de détecter la proximité spatiale de séquences d’ADN éloignées sur la
structure primaire de la double hélice. Différentes souches ont été construites, comportant 2
sites d’attachement arzz du génome de A, 'un a une position définie du chromosome et l'autre a
des positions variées suivant les souches. Celles pour lesquelles un événement de

recombinaison a eu lieu entre 2 sites arr ont été sélectionnées. Les fréquences de
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recombinaison refletent ainsi la capacité d’interactions et donc la proximité spatiale de
séquences d’ADN. Valens er al (2004) ont montré que les événements de recombinaison
étaient fortement limités a certaines régions chromosomiques, ce qui a permis de révéler la
présence de 4 macrodomaines sur le chromosome d’E. coli, séparés par deux régions moins
structurées (Figure 24). Deux de ces macrodomaines entourant oriC'et ter et d’environ 1Mb
chacun, correspondent a ceux déterminés précédemment par FISH (Niki et al., 2000). Cette
organisation en macrodomaines permettrait d'une part la condensation de 'ADN conduisant a
I'interaction entre séquences d’ADN a l'intérieur d'un méme macrodomaine, et d’autre part la
séquestration des macrodomaines, inhibant ainsi la recombinaison de séquences d’ADN
localisées dans des macrodomaines différents (Valens et al., 2004).

Cette organisation physique du chromosome en macrodomaines a des répercussions sur
I'expression globale du génome. En effet, I'analyse du profil global de transcription des génes
chez E. coli en fonction de leur position sur le chromosome a permis de détecter une
organisation spatiale de la transcription des génes (Jeong et al., 2004). La transcription globale
a été analysée en présence et en absence de norfloxacine, un inhibiteur de la gyrase. Les profils
de transcription obtenus ont été analysés sur la base de I'activité transcriptionnelle de chaque
géne individuellement, mais également en fonction de similitudes régionales. Trois profils
spatiaux de transcription ont été mis en évidence (Jeong et al., 2004). Tout d’abord, dans un
premier groupe de geénes, séparés par une distance allant jusqu’'a 16kb, la transcription est
dépendante du niveau de superhélicité de 'ADN, c’est-a-dire du traitement a la norfloxacine.
Les deux autres profils spatiaux de transcription correspondent a des régions plus grandes,
d'une part de l'ordre de 100kb, et d’autre part de 600 a 800 kb. La formation de ces deux
derniers profils de transcription est quant a elle indépendante du degré de superhélicité du
chromosome, mais semble étre corrélée a la distribution des sites de fixation de la gyrase. De
plus, Jeong er al (2004) ont également montré que les profils de transcription sont plus
importants au niveau du bras gauche de la fourche de réplication a partir d’oriC (Figure 24). La
transcription de certains genes proches de oriC et autour de ter est également sensible au
niveau de superhélicité (Peter et al., 2004 ; Willenbrock et Ussery, 2004 ; Travers et
Muskhelishvili, 2005).

Ainsi, lorganisation physique du chromosome en domaines topologiques et en

macrodomaines a de fortes répercussions sur les profils spatiaux de transcription des génes. De
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plus, les conditions de l'environnement vont influer sur ces deux fonctions cellulaires,
structure du chromosome et transcription globale des geénes, qui sont donc non seulement
intimement connectés, mais également dynamiques et modulables. Des expériences de
microscopie en fluorescence, utilisant une fusion du géne rpoC, codant la sous-unité §’ de
I’ARN polymeérase, avec le géne g/p codant la protéine de fluorescence verte de méduse, ont
permis d’étudier la distribution des molécules d’ARN polymérase dans la cellule et en
particulier au niveau du nucléoide et de sa périphérie (Cabrera et Jin, 2003). La distribution
des molécules d’ARN polymérase est fortement dépendante des conditions de culture. En
conditions de croissance rapide, ARN polymérase est concentrée au niveau de spots de
fluorescence qui correspondent aux opérons d’ARNr. Cette forte activité transcriptionnelle
semble d’ailleurs étre corrélée a une condensation du chromosome (Cabrera et Jin, 2003). Tout
traitement inhibant la transcription des ARNr, par exemple l'induction de la réponse
stringente par une carence en acides aminés, fait d’'une part disparaitre les spots de
fluorescence et d’autre part diminuer la condensation du chromosome.

Ainsi, non seulement l'activité transcriptionnelle a une influence sur la structuration du
chromosome (voir paragraphe II.A.1), mais la structure du chromosome, ainsi que les
quantités des différentes NAPs, influent sur la transcription et sont modifiées au cours du
cycle cellulaire chez E. coli (Figure 25) et dans différentes conditions de I'environnement, par
exemple les carences nutritionnelles (voir paragraphe IV.A.). Le passage de la phase
exponentielle a la phase stationnaire est caractérisé par une restructuration compléte du
chromosome bactérien, aboutissant tout d’abord a des structures toroidales puis a des
structures cristallines au sein desquelles 'ADN est séquestré et protégé (Frenkiel-Krispin et al.,
2004). La structure du nucléoide est donc dynamique et varie en fonction des conditions de
lenvironnement, qui en retour conduisent a des fluctuations des profils d’expression du
génome. Ces deux processus pourraient étre associés afin de permettre une réponse adéquate

des bactéries aux fluctuations de leur environnement.
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lll. Impact de la superhélicité de 'ADN sur I'expression des

genes

Les fluctuations du niveau de superhélicité de ’ADN ont des conséquences importantes
sur l'expression de nombreux genes (Steck et al, 1993 ; Peter et al., 2004), dont la
transcription des opérons d’ARN ribosomiques (Muskhelishvili et Travers, 2003). Une
superhélicité négative est en effet requise pour leur transcription. Ainsi, ne serait-ce que par
son effet sur la synthése des ARNr, le niveau de superhélicité de ’ADN doit étre régulé de
facon précise pour I'adaptation des bactéries a des conditions de croissance ou de carences.
D’autre part, une augmentation de la superhélicité négative du chromosome provoquée par
une mutation du géne topA entraine une modification de 'expression des genes, observée par
électrophorese bidimensionnelle de protéines (Steck et al., 1993). Des effets similaires sont
obtenus suite a une mutation du gene AupA, codant la sous-unité o de HU, qui provoque une
compaction du chromosome (Kar et al., 2005). De facon générale, des mutations affectant les
génes codant les NAPs (H-NS, Fis, HU, IHF) ont des effets drastiques sur la transcription
globale des génes (Kar et al., 2005 ; Peter et al., 2004). Des modifications de superhélicité de
I’ADN provoquent également de profonds changements d’expression chez d’autres bactéries,
comme par exemple chez Haemophilus influenzae (Gmuender et al., 2001), ou méme chez la
levure Saccharomyrces cerevisiae (Eriksson et al., 2005).

Plus récemment, la comparaison des profils de transcription globale d'une souche d’Z
coli dont le chromosome présente un défaut de superhélicité (inactivation des génes codant la
gyrase) avec une souche de référence, ou de cette souche de référence cultivée en présence ou
en absence d’'inhibiteurs de la gyrase, révele que 'expression de 7% des génes du chromosome
est affectée par le niveau de superhélicité (Peter et al., 2004). La relaxation du chromosome
provoque l'activation de la transcription de 106 génes et I'inhibition de celle de 200 genes. Les
génes dont la transcription est modifiée remplissent des fonctions diverses et sont dispersés sur
le chromosome. Les génes induits présentent des séquences riches en AT a la fois aux niveaux
des promoteurs et des régions codantes, ce qui n’est pas le cas des génes dont I'expression est
réprimée dans ces conditions. Une superhélicité négative élevée réprimerait 'échappement de

I'ARN polymérase au niveau de promoteurs riches en AT ainsi que l'élongation de la
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transcription (Peter et al., 2004). A l'opposé, une superhélicité négative élevée est connue
pour favoriser I'initiation de la transcription au niveau de promoteurs possédant une séquence
discriminatrice riche en GC entre la boite -10 et le site +1 d’initiation de la transcription. Un
discriminateur est présent au niveau des promoteurs des opérons d’ARNs ribosomiques, ce qui
explique la nécessité d'un superenroulement négatif élevé pour leur transcription. Celui-ci
permettrait de lever la barriere énergétique posée par le discriminateur riche en GC. Un
discriminateur est présent pour tous les promoteurs connus pour étre réprimés par (p)ppGpp,
I'effecteur de la réponse stringente (Cashel et al., 1996). Ainsi, la plupart des génes exprimés
dans les conditions optimales de croissance nécessitent une superhélicité négative élevée.

La superhélicité de ’ADN est donc intimement liée a I'expression des génes et pourrait
représenter un élément régulateur majeur de 'adaptation des bactéries a leur environnement,
en ajustant la transcription globale des génes aux variations de 'environnement (Figure 25).
Cependant, malgré une organisation dynamique de la structure de I’ADN, sa superhélicité doit
étre controlée de fagon précise pour éviter des modifications trop importantes qui auraient des
conséquences létales pour la cellule. Ceci est réalisé par l'intermédiaire dun contrdle

homeéostatique du niveau de superhélicité de 'ADN.

IV. Régulation et contrdle homéostatique du niveau de

superhélicité de 'ADN

La régulation de la superhélicité de 'ADN est finement controlée a plusieurs niveaux. Le
premier est une régulation croisée des genes de Topos en fonction du degré de superhélicité de
I'ADN. L’expression et l'activité de la gyrase sont en effet inhibées par un superenroulement
de 'ADN trop élevé (Menzel et Gellert, 1983). A T'opposé, les promoteurs des genes gyrA et
gyrBsont activés en cas de relaichement de ’ADN (Franco et Drlica, 1989). Le promoteur gyrA
est d’ailleurs utilisé comme senseur de la topologie de 'ADN (Moulin et al., 2005). Le
mécanisme par lequel ce promoteur est activé par un relichement de ’'ADN reste inconnu,
mais la boite -10 du promoteur serait impliquée (Straney et al., 1994). La formation du

complexe ouvert lors de l'initiation de la transcription de gyrA et gyrB pourrait également
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constituer une étape sur laquelle le relichement de 'ADN agirait comme activateur (Menzel
et Gellert, 1987). Contrairement a la gyrase qui est activée par une diminution de la
superhélicité de I’ADN, la Topol est elle activée par une augmentation du niveau de
superhélicité (Tse-Dinh, 1985 ; Zechiedrich et al., 2000). L’état de superenroulement du
chromosome établit ainsi une boucle d’autorégulation des Topos dans la cellule, permettant le
maintien d’'un niveau adéquat de superhélicité.

Les fluctuations de 'environnement influencent fortement le niveau de superhélicité du
chromosome bactérien, comme par exemple les carences nutritionnelles (Balke et Gralla,
1987), les stress osmotiques (Higgins et al., 1988), oxydatifs (Weinstein-Fischer et al., 2000),
thermiques et de pH (Lesley et al., 1990). La seule autorégulation des Topos sur elles-mémes
ne peut pas expliquer les variations de superhélicité observées en fonction des conditions
environnementales. Des niveaux supplémentaires de régulation du degré de superhélicité, et
donc des genes codant les Topos, doivent donc exister pour détecter et répondre aux signaux

de 'environnement.

A. Contréle homéostatique de la superhélicité de I’ADN en

fonction des conditions environnementales

Le mécanisme moléculaire par lequel le niveau de superhélicité de 'ADN varie en
fonction des conditions de lenvironnement, tout en étant maintenu a des niveaux
physiologiques adéquats, est le mieux décrit dans le cas des transitions entre apports de
nutriments et carences nutritionnelles, et vice versa. En coordination avec certains facteurs de
transcription, c’est la protéine de type histone Fis (voir paragraphe 1.B.3) qui joue le réle
majeur dans cette régulation, qui consiste en un contrdle homéostatique de la superhélicité de
I’ADN (Figure 26). En effet, Fis exerce un contrdle transcriptionnel sur les genes de Topos
(Schneider et al., 1999) et en retour, le niveau de superhélicité de I'’ADN régule la
transcription du gene fis (Schneider et al., 2000b).

Lors d'un apport de nutriments, c'est-a-dire en début de phase exponentielle de
croissance, l'activité de la gyrase augmente suite a 'accroissement de la charge énergétique
cellulaire, en I'occurrence du rapport [ATP]/[ADP] (van Workum et al., 1996 ; Wijker et al.,

1995). Il s’ensuit une augmentation du niveau de superhélicité négative de ’ADN (Balke et
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Gralla, 1987), qui active alors la transcription de fis (Schneider et al., 2000b). La protéine Fis
atteint sa concentration maximale lors de la phase de croissance exponentielle. Cette
augmentation de la superhélicité de 'ADN et de Fis est alors favorable a la transcription des
génes nécessaires a la croissance bactérienne, dont les opérons d’ARN ribosomiques
(Muskhelishvili et al., 1997). En parallele, Fis va également réprimer la transcription des génes
gyrA et gyrB (Schneider et al., 1999), ce qui va entrainer en fin de phase exponentielle une
diminution de la superhélicité de 'ADN. La transcription de Fis nécessitant une superhélicité
élevée, ce relachement de 'ADN entraine la diminution de la transcription de Fis (Schneider
et al., 2000b). A ce moment, lors du passage en phase stationnaire, il y a également induction
de la réponse stringente et donc de la syntheése de (p)ppGpp (Cashel et al., 1996), qui va
inhiber la transcription de fis (Mallik et al., 2004). Tous ces mécanismes conduisent a une
forte diminution de la transcription des opérons d’ARNr. La forte diminution de
concentration de Fis va alors lever I'inhibition sur la transcription des génes gyrA et gyrB.
Malgré cela, un relachement de ’ADN est observé lors du passage en phase stationnaire (Balke
et Gralla, 1987 ; Reyes-Dominguez et al., 2003), et cela s’explique en partie par 'accumulation
de o (Hengge-Aronis, 2002). En effet, parmi les nombreux genes-cibles de 0%, se trouvent gyr/,
codant un inhibiteur de la gyrase (Baquero et al., 1995 ; Oh et al., 2001), et zopA, dont un des
promoteurs est 05-dépendant (Qi et al., 1997). Une interaction directe de la gyrase avec Gyrl a
été montrée (Nakanishi et al., 1998), et ceci a été confirmé par 'étude du mécanisme d’action
de cet inhibiteur, qui séquestrerait la gyrase probablement en empéchant son interaction avec
I’ADN (Chatterji et Nagaraja, 2002). D’autre part, la diminution de la quantité de nutriments
dans le milieu va empécher l'activité de la gyrase, sensible au rapport [ATP]/[ADP] (van
Workum et al., 1996). Ainsi, malgré la transcription des genes codant la gyrase suite a la levée
de la répression par Fis, le degré de superhélicité de TADN diminue en phase stationnaire.

Le relachement de ’ADN en phase stationnaire est alors favorable a la transcription des
geénes o%-dépendants. En effet, méme en phase stationnaire, 0% ne représente que 30% de la
quantité du facteur sigma végétatif 07°, et un des principaux facteurs discriminants pour la
transcription des génes entre 0’0 et 0% est le degré de superhélicité du promoteur. La
diminution de superhélicité permet ainsi d’activer les genes essentiels a la survie en phase
stationnaire (Kusano et al., 1996 ; Bordes et al., 2003), et permet donc l'adaptation des

bactéries aux conditions de carences.
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Bien que T'activité de la gyrase soit diminuée en phase stationnaire, sa quantité reste
constante. Lors d’'un apport en nutriments, ceci permet probablement une augmentation
immédiate du niveau de superenroulement de ’ADN suite a l'augmentation de la charge
énergétique, et donc une reprise de la croissance cellulaire (Reyes-Dominguez et al., 2003). La
protéine Fis va étre a nouveau synthétisée et jouer son role majeur sur le controle
homéostatique de la superhélicité de 'ADN et sur la croissance cellulaire. Fis est donc un
régulateur essentiel de la croissance bactérienne en fonction des conditions nutritionnelles de

l'environnement.

B. Autres stress environnementaux et topologie de ’ADN

Le niveau de superhélicité de 'ADN est aussi modifié suite a différents stress, tels que les
stress osmotique ou oxydatif. Cette modification est transitoire et associée a des changements,
eux aussi temporaires, de I'expression des génes. Ceci permet ainsi la synthese de protéines
nécessaires a la survie de la cellule. Quand les conditions de stress disparaissent, le niveau de
superenroulement de 'ADN revient a celui d’origine, comme les profils de transcription des
genes.

Lors de stress oxydatifs, c’est a nouveau la protéine Fis qui intervient dans le controle de
la superhélicité et de 'expression des genes nécessaires a la survie dans ces conditions. Un
stress oxydatif a pour effet de diminuer la superhélicité de I'’ADN. Ceci est réalisé par
I'induction du géne topA, codant la Topol. La protéine de type histone Fis a été démontrée
comme étant indispensable a la survie au stress oxydatif, car Fis active topA dans ces
conditions (Weinstein-Fischer et al., 2000). Un mutant dépourvu de Fis est en effet sensible au
stress oxydatif. De plus, un tel stress induit la synthése de polyamines (Tkachenko et
Nesterova, 2003), connues pour activer la traduction de Fis (Yoshida et al., 2004). La
diminution de superhélicité, liée a l'activation de ropA par Fis, entraine alors 'induction des
geénes nécessaires a la réparation des dommages de ’ADN suite au stress oxydatif et a la
détoxification des espéces réactives de l'oxygéne, permettant ainsi d’éliminer le stress
(Weinstein-Fischer et al., 2000). Ensuite, la superhélicité augmente a nouveau suite a la

diminution de transcription de topA et les genes nécessaires a la survie ne sont plus transcrits.
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Fis est donc un régulateur global de l'expression des génes, qui permet l'adaptation des
bactéries a leur environnement via un contrdle du degré de superhélicité de 'ADN.

En plus du stress oxydatif, la transcription du géne ropA est capable de répondre a
d’autres stress grice a la présence de 4 promoteurs (Qi et al., 1997), qui sont activés dans des
conditions différentes : P1 est activé par un choc a haute température par I'intermédiaire de
0% (Lesley et al., 1990), le facteur sigma induit au cours de chocs thermiques (Grossman et al.,
1984) ; P2 et P4 sont les promoteurs majoritaires au cours de la phase exponentielle a 37°C et
30°C ; P5 (ou PX1) est induit en phase stationnaire par 'intermédiaire de o° (Qi et al., 1997), le
facteur sigma spécifique de la phase stationnaire et d’autres stress chez £. co/i (McCann et al.,
1991). Ces multiples promoteurs permettraient la synthése de novo de Topol en cas de
changement de conditions de croissance, et donc un changement rapide du niveau de
superhélicité.

Lors d'un choc osmotique, le superenroulement de 'ADN augmente, a la suite de
l'augmentation du rapport [ATP]/[ADP] dans la cellule, qui stimule I'activité de la gyrase
(Higgins et al., 1988 ; Cheung et al., 2003). Ceci active la transcription des génes impliqués
dans la réponse a ce stress, notamment des genes codant des osmorégulateurs ou impliqués
dans la synthese du peptidoglycane. Le géne proU par exemple, codant un systéme de
transport d’osmoprotecteurs tels que la glycine et la bétaine, est fortement induit (Higgins et
al., 1988). Une mutation dans le gene topA, par 'augmentation de superhélicité qu’elle induit,
peut mimer l'effet d'un stress osmotique et induire l'expression de proU. Apres un stress
osmotique, la superhélicité revient a son niveau d’origine, ainsi que I'expression de proUet des
autres genes.

D’autres stress (pH, thermique) influent également de fagon transitoire sur le niveau de
superhélicité de 'ADN (Lesley et al., 1990 ; Jones et al., 1992). Comme les deux cas décrits ci-
dessus, ces changements de superhélicité sont transitoires et vont également influer de fagon
temporaire sur la transcription des génes nécessaires a la survie a ces stress, ce qui permet aux
bactéries de s’adapter a ces conditions de 'environnement.

La superhélicité de ’'ADN représente donc un point de contrdle clef de 'adaptation des
bactéries aux transitions nutritionnelles et aux stress environnementaux. Les fluctuations de
Ienvironnement entrainent des modifications du niveau de superenroulement de 'ADN, qui

en retour provoquent des changements dans les profils globaux de transcription des genes.
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Ceci permet ainsi 'adaptation des bactéries a leur environnement. Un contréle homéostatique
du niveau de superenroulement permet également son maintien a un niveau physiologique,
nécessaire au bon fonctionnement de tous les processus vitaux pour la cellule. Toutes ces
propriétés font de la superhélicité de TADN un réseau de régulation global de 'expression des
génes, indispensable a la détection de signaux de 'environnement et a la transmission de ces
signaux a la machinerie cellulaire. Ce réseau pourrait donc constituer une cible de la sélection

naturelle et donc des processus évolutifs.
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L’évolution fait depuis longtemps I'objet de recherches dont le but est d’en comprendre
les mécanismes. Cependant, il est difficile d’appréhender les différentes étapes et les
modifications qui amenent un organisme a s’adapter a son environnement. Les nombreuses
études comparatives menées (Losos et al., 1998 ; Rundle et al., 2000 ; Derome et al., 2006)
présentent en effet deux inconvénients majeurs: les fluctuations de l'environnement et
I'absence de dénominateur commun, c'est-a-dire la non-connaissance de 'organisme ancétre.
Ainsi, I'évolution darwinienne, c'est-a-dire la diversification des organismes suivie de la
sélection des individus les plus adaptés a leur environnement, est soumise a deux contraintes
qui rendent son étude difficile : 'environnement et l'histoire évolutive passée. C’est pourquoi
des stratégies d’évolution expérimentale ont vu le jour au cours des dernieres décennies. Ces
stratégies utilisent pour la plupart des microorganismes (virus, bactéries ou levures), qui
présentent différents avantages : temps de génération court, culture aisée (par rapport a des
organismes plus complexes), et présence de plusieurs réplicats pour chaque expérience. Un
certain nombre de stratégies d’évolution expérimentale ont utilisé des bactériophages (Bull et
al., 1997). Cependant, ce sont des organismes beaucoup moins complexes que les bactéries, ne
présentant par exemple pas de réseaux complexes de régulation des genes.

La bactérie E. coli a été tres souvent utilisée dans de telles expériences d’évolution.
Plusieurs conditions de croissance ont été étudiées, et notamment une adaptation a de longues
périodes de carence. Les bactéries s’adaptent par des modifications du gene rpoS, codant le
facteur sigma de la phase stationnaire (Zinser et Kolter, 2000), mais également en augmentant
leurs capacités a utiliser les acides aminés comme sources de carbone (Zinser et Kolter, 1999).
Le second type d’évolution expérimentale est une adaptation a une croissance continue en
chémostat, dans laquelle les bactéries sont maintenues dans un état physiologique constant.
Des modifications paralleéles conduisant a un transport amélioré du glucose a travers la
membrane ont été détectées dans des populations indépendantes (Ferenci, 2001). Enfin, le
dernier type d’évolution expérimentale est celui initié par Richard Lenski, et qui consiste a
adapter les bactéries a des transitions quotidiennes entre phase de croissance et carences
nutritionnelles. Cette expérience possede plusieurs particularités : c’est tout d’abord la plus
longue qui ait été effectuée a ce jour, puisqu’elle n’a quasiment pas été interrompue pendant

18 ans. Ensuite, tous les intermédiaires d’évolution ont été conservés et peuvent donc étre
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« ressuscités » a tout moment. Enfin, les nombreux travaux effectués a partir de cette stratégie
en font une des mieux caractérisées, jusqu’a présent.

Cette stratégie d’évolution expérimentale, utilisée dans ce travail, fait 'objet d'une revue
intitulée « Global regulatory networks plasticity during experimental evolution in £. coli»,
qui sera soumise a la revue BioEssays (Philippe N., Crozat E., Lenski RE., and Schneider D.).

Une présentation d’ensemble de cette stratégie d’évolution expérimentale est donnée ici.

Le systéme d’évolution expérimentale a été initié dans le laboratoire du Pr. Richard
Lenski (Michigan State University, USA) en 1988. Un clone ancétre d'£. coli B, de phénotype
Ara-, c'est-a-dire incapable d’utiliser I'arabinose comme source de carbone, ainsi qu'un variant
isogénique de phénotype Ara+, ont été utilisés pour initier 12 populations indépendantes, 6
étant issues de 'ancétre Ara- (appelées Ara-1 a Ara-6) et 6 de 'ancétre Ara+ (appelées Ara+l a
Ara+6). Le phénotype d’utilisation de l'arabinose est utilisé comme marqueur dans les
expériences de compétition et a été démontré comme étant neutre dans ces conditions (Lenski
et al.,, 1991). Toutes ces populations sont propagées pendant 24h a 37°C, sous agitation, dans
10mL de milieu minimum Davis (DM) contenant une quantité limitée de glucose (25ug/mlL,
DM25). Chaque jour, elles sont diluées au 1/100*™ dans le méme milieu. Cette dilution permet
environ 6,64 générations par 24h (log2 100), et une concentration d’environ 5.107 cellules/mL
est obtenue apres 24h de culture. Depuis 1988, les 12 populations ont donc évolué pendant
plus de 40 000 générations dans ce milieu constant, de facon indépendante a partir d'un
ancétre commun, ce qui, a 'échelle humaine, correspondrait environ a un million d’années.

Chaque jour, ces populations rencontrent d’abord une phase de latence, une phase
exponentielle, puis elles entrent en phase stationnaire jusqu’au jour suivant, ou les cellules
recommencent a croitre dans le milieu frais. Ces populations sont donc propagées dans des
conditions ou elles alternent tous les jours entre des conditions de croissance et de carences
nutritionnelles, et vice versa. Outre les nombreux avantages liés a £. coli (multiplication
rapide et clonale, grande taille de populations, données disponibles trés nombreuses), ce
systeme d’évolution expérimentale présente un certain nombre d’atouts :

- des échantillons des 12 populations ont été prélevés et congelés toutes les 500
générations, permettant ainsi d’isoler des individus évolués a chacun des temps

d’évolution et dans chacune des 12 populations. N'importe quel clone évolué peut donc
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étre comparé a son clone ancétre, par exemple par des expériences de compétitions, mais

aussi pour tout parameétre phénotypique ou moléculaire.

- les mutations identifiées au cours de cette évolution expérimentale peuvent étre
introduites par recombinaison homologue dans le chromosome de I'ancétre et de tout
clone évolué, au moyen de plasmides suicides, et leurs effets peuvent étre analysés dans
différents contextes génétiques et environnementaux. Le stade d’apparition et de fixation
de chaque mutation peut aussi étre déterminé.

Les expériences de compétition consistent, aprés 24h d’adaptation de chaque
compétiteur au milieu étudié, a mélanger un clone évolué et le clone ancétre de marqueur Ara
opposé (Figure 27). Au temps zéro, c'est-a-dire a linstant du mélange, un premier
prélevement est effectué et une dilution adéquate est étalée sur un milieu solide contenant du
tétrazolium et de 'arabinose. Sur ce milieu, les colonies Ara+ apparaissent roses alors que les
Ara- apparaissent rouges, ce qui permet de les distinguer et de les dénombrer. Apres 24h de
co-culture, un nouvel échantillon est prélevé, dilué puis étalé, et les deux compétiteurs sont a
nouveau dénombrés. Les proportions des 2 compétiteurs déterminées au début et a la fin de la

co-culture permettent de calculer le fitness : C’est le ratio des taux de croissance de ces deux

compétiteurs (Figure 27).

La trajectoire d’évolution du fitness de chacune des 12 populations a été déterminée au
cours du temps, par rapport au clone ancétre. Le fitness augmente de 70% en moyenne apres
20 000 générations d’évolution (Lenski et Travisano, 1994 ; Cooper et Lenski, 2000), avec une
augmentation tres forte pendant les 2000 premieres générations, puis plus lente par la suite
(voir figure 1 de l'article suivant). Cette augmentation de fitness est similaire au sein des 12
populations, ce qui révele une évolution phénotypique paralléle, caractéristique de
I'adaptation des bactéries a ces conditions expérimentales.

D’autres phénotypes ont été identifiés sur la base de leur évolution parallele dans la
majorité des 12 populations. Le phénotype le plus visible est une modification de la
morphologie cellulaire, associée a une augmentation de la taille et du volume cellulaire, de 50
a 100%, qui suit de maniere similaire 'augmentation du fitness (Mongold et Lenski, 1996). Les
parametres de la croissance et les capacités cataboliques des cellules sont également affectés de

maniere parallele au cours de I'évolution (Vasi et al., 1994 ; Cooper et Lenski, 2000). En effet,
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chacune des 12 populations évoluées révele une forte augmentation du taux de croissance,
ainsi quune diminution du temps de latence. D’autre part, la croissance prolongée de ces
populations avec du glucose comme seule source de carbone a conduit a une diminution de
42% en moyenne de la capacité de croissance sur une grande diversité de substrats (Cooper et
Lenski, 2000). Sur 64 substrats testés, les clones évolués de la majorité des 12 populations
présentent une capacité réduite a utiliser 16 sources de carbone apres 10 000 générations
(Cooper et Lenski, 2000). Cette diminution touche vraisemblablement des fonctions non
indispensables dans l'environnement de I'évolution ou le glucose est la seule source de
carbone. L’adaptation des bactéries se caractérise ainsi par un phénomene de spécialisation
écologique. Dans un cas extréme, une perte de fonction a été observée pour les 12 populations :
la capacité a utiliser le ribose comme source de carbone. Ceci est dii a des délétions de 'opéron
rbs d’utilisation du ribose, associées a I'activité d’'une séquence d’insertion IS 750 (Cooper et al.,
2001). Des modifications paralleles de phénotypes au cours de I'évolution représentent une
signature de la sélection naturelle, ces changements phénotypiques pouvant alors représenter
des modifications bénéfiques dans ces conditions (Cunningham et al., 1997). Il a ainsi été
démontré que les délétions de l'opéron ribose étaient effectivement bénéfiques dans ces
conditions d’évolution expérimentale, procurant un effet positif d’environ 2% sur le fitness.
D’autre part, le taux de mutation est un autre caractére présentant des changements paralléles
au cours de cette évolution expérimentale. En effet, 4 des 12 populations présentent un taux
de mutation environ 100 fois plus élevé que celui de I'ancétre (Sniegowski et al., 1997 ; Shaver
et al., 2002), suite a des mutations dans les génes codant les protéines impliquées dans le
systeme de réparation des mésappariements de 'ADN (Friedberg et al., 1995).

Les mutations responsables de l'adaptation des bactéries a leur environnement, et
pouvant conférer un fitness accru dans ces conditions, ont été recherchées par 2 types
d’approches : T'utilisation de marqueurs génomiques et I'analyse moléculaire de phénotypes
modifiés de fagon paralléle dans la majorité des 12 populations au cours de I’évolution.

Une analyse de I'évolution des génomes a été effectuée par polymorphisme de longueur
de fragments de restriction (RFLP), en utilisant les séquences d’insertion IS connues chez
E. coli comme marqueurs génomiques au sein de deux populations appelées Ara-1 et Ara+1
(Papadopoulos et al., 1999). Une vingtaine de clones évolués ont été isolés, dans chacune des

deux populations, a différents temps d’évolution, et leur ADN génomique a été hybridé avec
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les 7 séquences IS présentes chez £ coli B utilisées comme sondes moléculaires. Leurs profils
d’hybridation ont été comparés a celui du clone ancétre et des arbres phylogénétiques ont été
construits (Papadopoulos et al., 1999). Ceux-ci ont permis la mise en évidence de mutations,
détectées de fagon précoce pendant les 2000 premieéres générations, période ou I'augmentation
de fitness est la plus forte. Ces mutations sont conservées chez tous les descendants dans
chacune des deux populations. Elles mettent donc en valeur des genes qui constituent de bons
candidats pour la recherche des mutations bénéfiques et qui ont été caractérisés par la
détermination des sites d’insertion des IS correspondantes (Papadopoulos et al.,, 1999 ;
Schneider et al., 2000a).

En plus des délétions de l'opéron ribose (voir plus haut), 4 autres mutations
correspondant a des transpositions d’IS ont été mises en évidence. Elles affectent les génes
pykF (codant la pyruvate kinasel) (Ponce et al., 1995), nadR (codant un régulateur du
métabolisme du Nicotinamide Adénine Di-nucléotide) (Tritz et Chandler, 1973), hokB-sokB
(un locus homologue des systémes de maintien de plasmides) (Pedersen et Gerdes, 1999), et
pbpA-rodA (codant les protéines PBP2 et RodA impliquées dans la biosynthese de la paroi)
(Asoh et al., 1986). Les loci nadR (Ara+l), pykF (Ara-1) et hokB-sokB (Ara+1) sont mutés par
des transpositions d’IS750 a l'intérieur des séquences codantes, aboutissant probablement a
I'inactivation de ces genes (Schneider et al., 2000a). L’opéron pbpA-rodA est muté par
I'insertion d’une copie d’IS750 11pb en amont du promoteur, provoquant une dérégulation de
I'expression de ces genes (Philippe, 2006).

Le séquencage de ces 4 genes dans les 12 populations a 20 000 générations a révélé un
fort degré de parallélisme génétique (Woods et al., 2006) : en effet, des mutations ont été
détectées dans les génes pykF et nadR dans toutes les populations, et dans les genes pbpA-
rodA et hokB-sokB dans la moitié des populations. Ces résultats ont été comparés aux
séquences obtenues pour 36 génes choisis au hasard chez des clones évolués isolés a 20 000
générations de chacune des 12 populations d’évolution expérimentale (Lenski et al., 2003).
Seulement 6 mutations ont alors été détectées dans ces 36 genes, et uniquement dans les
populations mutatrices, présentant un taux de mutation 100 fois supérieur a celui de I'ancétre.
De plus, chacune des 6 mutations n’a été observée que dans une seule population. Le fort
parallélisme génétique observé pour les 4 loci nadR, pykF, pbpA-rodA et hokB-sokB contraste

donc de fagon importante avec la quasi-absence de mutations mise en évidence pour le groupe
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de 36 genes choisis aléatoirement. Ceci suggere que les 4 loci sont soumis a la sélection
naturelle et que les mutations correspondantes pourraient conférer un avantage sélectif au
cours de I'évolution expérimentale (Woods et al., 2006).

La seconde stratégie d’identification de mutations bénéfiques a consisté a mesurer et
comparer, par rapport a celui du clone ancétre, les profils globaux d’expression des génes de
deux clones évolués indépendants, isolés a 20 000 générations des populations Ara-1 et Ara+1.
Ces analyses globales d’expression ont été réalisées par détermination des profils globaux de
transcription (Cooper et al., 2003) et protéiques (Pelosi et al., 2006). Les deux types d’analyses
ont révélé un fort degré de parallélisme, car un nombre important de génes et de protéines
subissent des changements d’expression similaires, allant dans la méme direction par rapport
au clone ancétre, et ce dans les deux clones évolués indépendants. En effet, dans ces deux
clones évolués, les profils transcriptionnels révelent la modification parallele de la
transcription de 59 génes (Cooper et al., 2003), tandis que les profils protéiques montrent une
modification parallele de 38 protéines, sur 300 a 400 visualisées (Pelosi et al., 2006).
Conformément a I'hypothése nulle selon laquelle ces différences refleteraient des
changements aléatoires pendant I'évolution ou la préparation des échantillons, il n’est pas
attendu d’observer une telle correspondance au niveau de la direction des changements
d’expression des génes chez les clones évolués. Ainsi, les différences paralleles observées par
ces deux approches ont sans doute une signification physiologique et sont vraisemblablement
le reflet de mutations bénéfiques qui se sont produites au cours de I'évolution expérimentale.
Une analyse plus détaillée des génes dont 'expression est modifiée de fagon paralléle a révélé
que la moitié sont connus pour étre régulés par (p)ppGpp, l'effecteur de la réponse stringente
(Cashel et al., 1996), un réseau de régulation permettant 'adaptation des bactéries a des
conditions de carences nutritionnelles. Le séquencage des génes impliqués directement dans le
métabolisme de (p)ppGpp, relA et spoT, a révélé des mutations dans le géne spo7 dans 8 des
12 populations, démontrant une fois de plus une évolution génétique parallele. L'effet sur le
fitness apporté par la mutation spo7 a été mesuré par des expériences de compétitions entre la
souche ancétre dans laquelle une des mutations a été introduite et la souche ancétre de départ.
Cette mutation apporte un avantage considérable, d’environ 10% (Cooper et al., 2003).

Un autre point commun révélé par la comparaison des profils transcriptionnels et

rotéiques consiste en une forte diminution de l'expression des génes impliqués dans
t t forte d t de 1
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l'utilisation du maltose dans les deux populations analysées (Pelosi et al., 2006). Le séquencage
du géne malT, codant lactivateur transcriptionnel de ces genes, a révélé la présence de
mutations dans 8 des 12 populations, induisant ainsi la diminution paralléle de la capacité a
utiliser le maltose dans la majorité des populations. Des expériences de compétitions entre
souches ancétres isogéniques, excepté pour les mutations du géne mal/7, ont démontré leur
effet positif sur le fitness d’environ 1,5% (Pelosi et al., 2006).

Seuls 3 types de mutations ont été démontrés comme apportant un bénéfice dans ces
conditions d’évolution expérimentale chez E. coli. Elles affectent les genes suivant: rbs
(avantage de 2%), spoT (avantage de 10%), et mal/T (avantage de 1,5%). Si ces mutations ont
un effet additif sur le fitness, le bénéfice total apporté n’est que de 13 a 14%, ce qui est tres
éloigné de la valeur de fitness de 70% en moyenne mesurée dans les clones évolués a 20 000
générations dans les 12 populations (Cooper et Lenski, 2000). De méme, les clones évolués
isolés a 2000 générations, apreés la période de forte augmentation du fitness (Lenski et
Travisano, 1994), présentent en moyenne un fitness accru de 20 a 25%. Ainsi, de nombreuses
mutations bénéfiques sont encore inconnues, et certaines d’entre elles pourraient avoir un

effet important sur le fitness.

L’objectif de ma theése entre dans le cadre de la thématique générale de I'équipe
« Dynamique et Evolution des Génomes Microbiens », qui est de comprendre les mécanismes
écologiques et moléculaires de I'adaptation des bactéries a leur environnement. En particulier,
la recherche de mutations bénéfiques, responsables de 'augmentation du fitness au cours de
I'évolution expérimentale chez £. colj, en est le point d’orgue.

Je me suis particulierement intéressée a I'importance de la superhélicité de 'ADN dans
les processus adaptatifs, les 12 populations ayant été adaptées a des transitions nutritionnelles
pendant plus de 40 000 générations. Ces conditions sont en effet connues pour affecter le
degré de superhélicité de ' ADN. Cette étude permettra notamment de répondre aux questions
suivantes : la superhélicité peut-elle représenter une cible de la sélection naturelle, c'est-a-dire
étre impliquée dans les processus évolutifs et adaptatifs ? Par quels types de modifications
génétiques ? Un parallélisme phénotypique et génétique est-il sous-jacent a des changements

éventuels de superhélicité de 'ADN ? Quels sont les mécanismes impliqués ?
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Summary

Natural selection and evolution shaped all living organisms on Earth. Strategies of
experimental evolution in the laboratory, where a common ancestral cell is propagated for
hundreds or thousands of generations in defined environments, provide the opportunity to
analyze evolutionary processes “by eye”. The longest running evolution experiment has
developed since 1988 and involves propagation of twelve evolving populations from a
common ancestor of Escherichia coli for 40,000 generations in a constant environment. The
hallmark of this evolution is adaptation through parallel phenotypic changes. Gene targets of
natural selection were identified, revealing a high level of genetic parallelism. Beneficial
mutations affect all levels of gene regulation in the cells: from the lower level of the gene or
operon, to the higher level of global regulatory networks. In particular, two well
interconnected networks have been involved in these adaptation processes: the DNA
superhelicity and stringent response networks.

Abbreviations

Ara: deficiency to grow on arabinose as a carbon source.
Ara*: ability to grow on arabinose as a carbon source.

IS: Insertion Sequence.

NAD: nicotinamide adenine di-nucleotide.

PEP: phosphoenolpyruvate.

Rbs: deficiency to grow on ribose as a carbon source.
RFLP: restriction fragment length polymorphism.
rRNA: ribosomal RNA.

TLC: thin-layer chromatography.

tRNA: transfer RNA.
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Introduction

Natural selection shaped all the beautiful and extraordinary diverse phenotypes of living
organisms and mutations are the raw material of these evolutionary processes.Parwin 189
Bacteria have evolved on Earth for billions of years, leading to both the ability to colonize any
known ecological niches, and an extraordinary degree of physiological and metabolic diversity.
In their natural environments, bacteria have to cope with and survive to multiple stresses and
to repeated switches between conditions of nutritional feast and famine. These adaptation
capabilities are usually manifest as phenotypic changes occurring in different environments.
At one extreme, some bacteria develop differentiation processes, yielding cell-type diversity.
Specialized bacterial cell types, occurring after asymmetric cell division, enable adaptation to
starvation and harsh environments. Gram-positive bacteria can form spores, either by
engulfment inside the mother cells, like Bacillus or Clostridium species®rington 2003) or as
exospores at the end of a complex developmental program reminiscent to the biology of
filamentous fungi, like Streptomyces species.flirdh 2003 After nitrogen deprivation, some
cyanobacteria differentiate into heterocysts, specialized in the fixation of nitrogen.@hansetal 2006)
Other differentiating bacteria even evolved a socially multicellular life style, like
myxobacteria constructing fruiting bodies within which they sporulate.®aiser 2009 A¢ the other
extreme, non-differentiating enteric bacteria, even if they divide symmetrically, undergo
morphological and physiological changes when nutrients become exhausted, including cell
volume decrease, cell shape modifications, nucleoid compaction, alteration in cell wall
composition and in cytoplasm constituents.Huisman et al. 199) Thege phenotypic changes are
associated with increased resistance to multiple stresses. Some bacterial pathogens also
alternate between two phenotypically different states, an infectious non-replicating form
promoting transmission to a new host and a non-infectious but metabolically-active
replicative form for multiplication inside the host.(Moulder 1991; Swanson and Hammer 2000)

Although it may take different forms, transitions between favourable growth conditions and
stressful environments are characterized by adaptation processes associated with various
phenotypic features. These rapid and drastic environmental fluctuations are sensed by
complex interconnected regulatory networks, which in turn fine-tune the global gene
expression of the genome allowing an adapted response of bacteria to specific or combined
stress conditions.McAdamsetal2004) After reversal of the harsh conditions, the structural topology
of the regulatory networks, and as a consequence the global gene expression pattern,
eventually returns to the initial “pre-stress” state. Genetic regulatory networks have been
most intensively studied in Escherichia coli and are characterized by a multi-layer structure,
from a local control of genes or operons, through regulation of several operons either closely
localized on chromosomes (regulons) or not (stimulons), to a global control of genomic
expression.(Hatfield and Benham 2002) Tn djvidual gene or operon regulation is mediated by transcription
factors binding to a restricted number of DNA target sites, while regulons or stimulons are
controlled by more global regulators able to bind to multiple targets. Regulatory networks are
therefore organized as a power-law distribution with a small number of well-connected hub
genes, encoding so-called global regulators of gene expression, and many genes with few
connections.(Barabasi and Olvai 2004) The highest level of regulation must integrate all the
environmental signals and transmit them to express a required set of genes while repressing
others in order to precisely adjust the global expression pattern and optimize the bacterial
response to the current environmental conditions. The dynamics of the interconnected
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network between the global regulators is therefore the key player in bacterial adaptation and
evolutionary processes. In this review, we propose that two regulatory networks, the stringent
response(Cashel et al 1996) and the DNA superhelicity,(Travers and Muskhelishivili 2005) congtitute these key
players able to detect environmental changes and subsequently adjust the overall gene
expression pattern leading to the optimal bacterial response to the external stimuli.

While the different hierarchical levels of gene expression are widely studied, the evolutionary
dynamics of genetic regulatory networks is largely unknown. To understand this dynamics in
bacterial adaptation processes, it is necessary to relate the topology of regulatory networks to
the “fitness” feature, which is a measure of ecological success, i.e. the reproductive ability of
genotypes. Characterization of the relationship between regulatory networks and
improvement of organismal fitness will help to understand how natural selection is able, and
at which regulatory level, to shape and improve these networks, leading to well-adapted
individuals. At one extreme, one could imagine that bacteria will evolve through
modifications of structural genes, leaving intact regulatory genes, while at the other extreme
one could envision modifications of regulatory networks from the basal to the highest levels.
The last decade has witnessed the development of experimental evolution strategies using
bacteria which were propagated from a common ancestor in defined environments for several
hundreds to thousands generations. (Elena and Lenski 2003) Ty this review, we will focus on the longest
evolution experiment during which bacteria evolve under conditions of batch cultures,
therefore witnessing each day, since 1988, transitions of growth - starvation and starvation-
growth. (Lenski 2009 This evolution experiment was repeated twelve times, leading to twelve
evolving populations derived from a common ancestor for more than 40,000 cell generations.
This experiment provides the raw material to relate phenotypic and genomic evolution over
this period of time, to study how bacteria adapted to these transitions between growth and
starvation, in particular if they improved structural or regulatory elements. The dynamics of
regulatory networks in relation to changes in fitness can also be investigated. In this review,
we will emphasize on the type of beneficial mutations that allowed bacteria to adapt to their
environment and on the evolution of regulatory networks.

The long-term evolution experiment

A clone of E. coli B was used as the common ancestor to found the longest-running evolution
experiment.®1 2004 Twelve independent populations were initiated from two variants of this
ancestor and propagated by daily serial transfer (a 1/100 dilution) in the same defined glucose-
limited environment for more than 40,000 generations.(Lenski et al. 1991.Lenski and Travisano 1994,Cooper and
Lenski2000) The growth medium is Davis Minimal medium containing 25mM glucose (DM25). Six
populations (called Ara-1 to Ara-6) were initiated from the original ancestor clone, which is
unable to use arabinose as a sole carbon source (Ara-), while the six others (Ara+1 to Ara+6)
were founded from an Ara+, but otherwise isogenic, revertant of the ancestor. The arabinose
utilization phenotype serves as a marker in competition experiments and was shown to be
neutral under these conditions.(fenski et al 191 At each cycle of 24 hours, the evolving cells
experienced growth-starvation and starvation-growth transitions. Hence, each day cells
undergo lag phase, exponential growth, stationary phase, before being transferred back into
fresh medium. Under those conditions, the total size of each of the twelve populations varied
between about 5x10° to about 5x10® cells. Mixtures of populations were sampled and frozen at
regular time intervals during evolution, providing the possibility of resurrecting the frozen
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fossils and isolating individuals from any population and time sample. Direct comparisons can
therefore be performed between any evolved individual and its progenitor in any type of
environments including the one used to propagate the twelve populations. The use of E. coli
cells for experimental evolution offers multiple advantages, as they reproduce quickly, are
easy to grow, count, control and manipulate. Large populations can be obtained supplying
detectable mutation diversity. Moreover, E. coll has also been used as a model organism for
studying its genetics, physiology, metabolic pathways, biochemistry, genomics. A huge
amount of information is therefore available together with computer analyses of regulation
factors and regulatory networks.

Phenotypic evolution

Fitness values were measured by directly competing evolved populations or individuals with
the ancestor carrying the opposite arabinose marker in the same glucose-limited
environment.tenski et al 1990) Fitness is calculated as the ratio of the realized (net) population
growth rates obtained for the two strains while they compete with one another. All the
replicate populations achieved parallel gains in competitive fitness, of about 70% after 20,000
generations, indicative of substantial adaptation.(lenski and Travisano 1994,Cooper and Lenski 2000) The rate of
fitness increase was very fast during the first 2,000 generations, and much slower afterwards,
although still significant (Fig. 1A).

Several other phenotypic traits also evolved in parallel in most of the twelve populations. The
most visual change corresponds to a substantial increase in cell size in all twelve
populations,(benski and Mongold 2000) with a trajectory very similar to the one observed for evolution
of fitness (Fig. 1B). The conditions to which these bacteria adapt include a succession of
growth-starvation cycles, and evolved populations are characterized by shorter lag phases and
higher maximum growth rates. (Vasi etal 1994)

The selection environment consists in a glucose-limiting medium and adaptation to these
conditions may have generated trade-offs with decreased ability to grow in other
environments, a phenomenon known as ecological specialization. Growth of the evolved
populations was quantified on a wide range of substrates (64 informative substrates), revealing
a significant and parallel decrease of the catabolic breadth by 42% on average after 20,000
generations. (Cooper and Lenski 2000) Tp one case, a complete loss of the ability to grow was observed,
when ribose was used as the sole carbon source. It was suggested that this ecological
specialization was mostly accounted for by the mechanism of antagonistic pleiotropy,
according to which the same mutations are beneficial in the selection environment and have
detrimental effects in other conditions, as opposed to the mechanism of mutation
accumulation, where upon the mutations causing decreased growth abilities in other
environments are neutral or even slightly deleterious in the glucose selection
environment.(Cooper and Lenski 2000) Thig conclusion was confirmed by the discovery of beneficial
mutations conferring higher fitness in the glucose environment, but lower fitness when
assayed with other sugars (see also section “Parallel changes in global gene expression:
evolution of the stringent response regulatory network and of carbon utilization genes”). In
particular, as stated above, we found that all twelve populations lost the ability to grow on
ribose as a sole carbon source. Moreover, this parallel evolved phenotype (Rbs’) occurred very
early during the experimental evolution, i.e. during the first period of fast fitness
increase,(Cooper et al 200) gygoesting that loss of ribose utilization may be linked to mutations
conferring increased fitness. We subsequently characterized that this evolved trait was due to
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deletions of the ribose-utilization genes, which are clustered within the rbs operon and which
occurred in all twelve populations. These deletions occurred after transposition events of
IS150 elements within the rbs operon followed by a recombination event between each of
these newly arising copies and an IS750 copy present upstream of rbs in the ancestral genetic
background. (Cooperecal 200) Thege IS element activities were also responsible for a high genetic
instability of the rbslocus, leading to a 10 times higher than expected rate of loss of the ability
to use ribose as a carbon source for the ancestor strain. To check if these deletion mutations
were advantageous in the selection environment, we constructed an ancestral isogenic strain
except for carrying a deletion allele of the rbs operon, and performed competition
experiments between two ancestor strains carrying either the ancestral or the deleted rbs
allele. The mutated allele was shown to confer a 2% benefit to the cells. The combination of
both the high genetic instability and the selective advantage of the mutations was able to
explain the fast and parallel evolution of the Rbs™ phenotype.(Cooper etal 200)

Chasing mutations

A simple calculation allows one to estimate the overall number of mutational events that may
theoretically have happened in a typical population during 40,000 generations,®enski2004) a5 the
product of the effective population size (adjusted for serial dilution, 3x107), the number of
generations (40,000), the base-pair mutation rate (5x10-10(Drake etal 199)) apd the genome size
(4.7x10° bp). The total number of mutations during 40,000 generations in each population is
expected to be about 3x10°. Therefore, all possible mutations at each base pair position was
available to these evolving populations, without meaning that all mutations really occurred.
However, based on estimations on the combined effects of natural selection and random drifts,
probably fewer that 100 mutations were substituted in a typical population.(renski 2004 Thjs
estimate was based on the probability of substitution of a beneficial mutation and on the
overall rate of neutral substitution (see"ki200 for a complete description of this estimation).
In four populations, the number of expected mutations will be higher since they developed a
mutator phenotype during the course of the evolution, two around generations 2,500 to 3,000
and one around 8,500 generations,Snicgowski et al 1997 apnd the last one after 15,000
generations. (Cooperand Lenski 2000) These populations revealed a 100-fold increase in mutation rates
and all retained their mutator state at least through generation 20,000. Three of the
populations were shown to be defective in the methyl-directed mismatch repair
pathways(Sniegowskietal 1997) apnd mutations were subsequently detected in the mutL gene,Shaverand
Sniegowski 2002) whereas the underlying mutation is yet unknown in the fourth population. There
is no evidence that these “mutator” mutations confer any advantage in the experimental
evolution populations, (Shaver and Sniegowski 2002)

A random sequencing strategy was employed to detect point mutations in these twelve
evolving populations.®enskietal2003) The sequence of 36 randomly chosen genes was performed
and compared between both ancestors (Ara- and Ara+) and two clones from each of two time
points (10,000 and 20,000 generations) isolated from each of the 12 populations. Only exactly
10 mutations were discovered this way, and only strictly in the populations that were
mutators. (Lenski et al 2003) This data set was used to estimate the ancestral mutation rate, about
1.4x10°'°. This highlights the difficulty of finding point mutations in this long-term evolution
experiment even after 12 times 20,000 generations of independent evolution. Beneficial
mutations, which are known to represent only a tiny fraction of all mutations, Fisher 1930.Kimura 1983)
will be even more difficult to identify and investigate. Therefore, to characterize beneficial
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mutations, we designed two different strategies: first, we used Insertion Sequence (IS)
elements (Chandler and Mahillon 2002) 35 genotypic markers to follow the genetic diversity over
evolutionary time. The IS elements are mobile bacterial elements carrying all genetic
information required for their movement. They promote high-frequency mutational events,
either through their transposition activity or as substrates for recombination events
generating chromosomal rearrangements.(Schneider and Lenski 2004) They are often used as markers for
species typing and for epidemiological purposes. Second, we analyzed parallel molecular
phenotypes evolving in most of the 12 populations, since parallel and convergent changes in
phenotypic traits are widely regarded as hallmarks of adaptive evolution.Simpson 1953.Cunningham et al
1997) For example, parallel deletions of the rbs operon, which were demonstrated to be
beneficial under these evolutionary conditions, were the bases of the parallel loss of the ribose
utilization phenotype (see section “Phenotypic evolution” above).

Genetic diversity

We analyzed the genetic diversity and genomic evolution of two of the twelve populations
over the first 10,000 generations by restriction fragment length polymorphism (RFLP) using
the seven IS elements known in . coli B as molecular probes.(Fapadopoulosetal1999) Many evolved
clones were isolated at several time points from the two focal populations, called Ara-1 and
Ara+1, and their IS genomic fingerprints were compared to the ancestor of the experimental
evolution. Construction of phylogenetic trees revealed a huge amount of diversity, almost all
individuals tested in each population at 10,000 generations being different from each other
(Fig. 2), and contrasting with the failure to detect any point mutation in 36 genes at 20,000
generations in all the non-mutator populations.(tenski etal 2003 Tp addition to the rbs deletions
that were detected (see section “Phenotypic evolution” above), five interesting IS-associated
mutations were detected, which were substituted early in the populations i.e. during the
period of fast fitness increase and were shared by all descendent clones. These “pivotal”
mutations therefore constituted potential candidates for conferring higher fitness in these
conditions. The underlying mutations were characterized by localizing the corresponding IS
elements. (Schneider et al 2000) Two kinds of mutations were discovered: insertions of IS elements
after transposition events and chromosomal rearrangements after recombination events
between homologous IS copies (Table 1). In population Ara-1, we detected a transposition
event of IS750 within the pykF gene, encoding pyruvate kinase I one of the two glycolytic .
coli pyruvate kinases catalyzing the transformation of phosphoenolpyruvate (PEP) into
pyruvate,Bledis et al 199) potentially leading to its inactivation. In population Ara+l, four
mutations were analyzed. One consists in an inversion of about one third of the chromosome
through recombination between two IS750 copies, while the three others corresponded each
to a transposition event of IS7/50. One IS750 element jumped 11 bp upstream of the pbpA-
rodA operon, encoding penicillin-protein 2 and the morphogenic

protein RodA both involved in cell wall biosynthesis and cell shape.(Beggand Donachie 1998) The two
others corresponded to IS750 insertions within the coding sequence of two loci, nadR and
hokB-sokB. The nadR gene encodes a regulatory protein involved in NAD metabolism by
both repressing the NAD biosynthetic genes and influencing the transport of NAD
precursors, (Penfound and Foster 1999,Grose et al 2005) The hokB-sokB locus is homologous to addiction
modules involved in maintenance of plasmids inside bacterial host cells.(Pedersen and Gerdes 1999)
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The IS transposition in each of these four genes (pykF; pbpA-rodA, nadR, and hokB-sokB) was
detected in one of the two analyzed populations.(Papadopoulos et al 1999.Schneider et al 2000) We sequenced
the same four genes in all the other 11 populations in evolved clones isolated after 20,000
generations.(Woods et al 2006 Muytations were substituted in both pykF and nadR in all 12
populations, and in half of them in both pbpA-rodA and hokB-sokB. This is in marked
contrast with the sequencing of the 36 random genes, where no mutation was found in the 8
non-mutator populations.tenski et al 2003) Random genes had substitutions only in the four
mutator populations, and no single gene was affected in more than one population. Parallel
evolution is a hallmark of adaptation through natural selection,(Cunningham et al. 1997) © gy ggesting
that the genetic changes in the four candidate genes may be adaptive in these conditions.

Four different statistical tests were performed using both sets of sequence data (the 36 random
genes and the four candidate loci: (Woodsetal2006) ) gverall substitution rates were higher for the
candidate genes, ii) an excess of non synonymous over synonymous mutations was measured
for the candidate genes, iii) a higher trend of mutations in random genes was observed in the
mutator populations compared to the candidate genes, iv) the number of mutations in
candidate genes follow a uniform distribution different from a Poisson distribution. These
four statistical tests all revealed that natural selection drove parallel genetic changes in the
four genes, and that these mutations are therefore beneficial in this experimental evolution
context.

Several hypotheses can be suggested for the functional bases of the benefit that may be
conferred by the different mutations.(Schneider et al. 2000, Woods et al. 2000) The pykF mutations may be
linked to a decreased conversion of PEP to pyruvate, leading to an increase availability of PEP,
which constitutes the energy source of the PTS-transport system of the only available nutrient,
glucose. The nadR mutations may decrease NadR repressor activity and therefore increase the
intracellular levels of NAD, which may be required in the evolved clones since they show
increased growth rates. Inactivation of the hokB-sokB locus, encoding a toxin-antitoxin-like
addiction module may be beneficial to the cells. The last mutations, in the regulatory region
of pbpA-rodA, may change the levels of these two proteins which are involved in the
coupling between cell wall biosynthesis and cell division. Improvement of this coupling
process may be required since the 12 populations evolved larger cell size and volume (see
section “Phenotypic evolution”).

In summary, natural selection targeted genes involved in central metabolism and cell wall
biosynthesis during long-term experimental evolution in £. coli. Parallel genetic changes in
these genes may explain some of the parallel phenotypic modifications that occurred in these
populations.

Parallel genomic evolution

Parallel changes in DNA supercoiling

The 12 populations experienced each day since 1988 cycles of growth, starvation and re-
growth, conditions known to affect the DNA supercoiling level in bacterial cells. (*Hatfield and Benham
2002,Reyes-Dominguez et al. 2003) We measured the DNA supercoiling state of a reporter plasmid which
was introduced into three clones from each of the 12 populations at each of three time points:
2,000, 10,000, and 20,000 generations.(Croztetal 2005 Syhstantial parallel changes were detected
since 10 out of the 12 populations revealed increased DNA supercoiling levels, with
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modifications starting before 2,000 generations in most populations and still increasing over
evolutionary time. These parallel increases in the level of DNA supercoiling may therefore
reflect adaptive changes, with the underlying mutations conferring enhanced fitness to the
cells. The DNA supercoiling level is a precisely controlled essential process, and two types of
enzymes are involved in maintaining an adequate superhelicity of the chromosome:
topoisomerases,©hampoux 2001 and histone-like proteins.(Porman and Deighan 2003) Sequencing relevant
genes in the model population Ara-1, which presents two successive DNA supercoiling
increases (one before 2,000 and one after 10,000 generations), revealed two mutations in the
topA and fis genes.(Crozat et al 2005 The ropA gene encodes topoisomerase I involved in the
relaxation of DNA by removing negative supercoilstVa¢197D) and also involved in the coupling
process between transcription and translation by removing hypernegative supercoils behind
the transcribing RNA polymerase molecules.Prolet 2000 The fis gene encodes a histone-like
protein, which is also a global regulator of gene expression, including ribosomal and tRNA
genes, coupling the genetic and physiological states of cells to the nutritional conditions.™alliket
al- 2009 The Fis protein adjusts DNA supercoiling by directly binding to DNA and by repressing
the gyrAB genes encoding DNA gyrase which is the only enzyme able to introduce negative
supercoils into DNA molecules. (Schneider et al. 199)° Apalysis of the temporal dynamics of the
appearance and substitution of both mutations revealed the fixation of the ropA evolved allele
well before 2,000 generations, whereas the fis evolved allele was substituted after 10,000
generations, well correlating with the two successive steps of DNA supercoiling increase
observed in this focal population. A set of isogenic strains was constructed by moving each
evolved allele of topA and fis, alone and in combination, in the ancestral genetic
background.(Crozat et al. 2005 Competition experiments between these ancestral strains differing
only in the topA and/or fis alleles revealed that both mutations were beneficial and
contributed additively to the increased DNA supercoiling, reproducing precisely the net
change that was observed in the population. The topA evolved allele therefore was
responsible for a decreased activity of the topoisomerase I, and we showed that the evolved fis
mutation led to a decrease of the level of this global regulator. We therefore demonstrated
that DNA supercoiling was an important target of selection during this evolution experiment,
which suggests that global regulatory networks may have been improved to allow increased
fitness. The extent of genetic parallelism in these genes is currently under investigation.

Parallel changes in global gene expression: evolution of the stringent

response regulatory network and of carbon utilization genes

Global gene expression profiles were compared between the ancestor and two independently
evolved clones sampled at 20,000 generations from populations Ara-1 and Ara+l. Several
hundreds to thousands of phenotypic expression traits can be simultaneously assessed by these
global expression analyses. Two different methodologies and sets of conditions were used:
DNA macroarrays, with total RNAs extracted from cells sampled during exponential phase in
the same medium as the one used during experimental evolution;(ocper et al 2003) and two-
dimensional protein electrophoresis with proteins extracted from cells isolated after stationary
phase in the same medium but containing a ten-time higher glucose concentration.®elosi etal. 2006
Whereas DNA macroarrays allows one to detect the transcription of almost all £. coli genes
under a particular condition, a typical proteomic profile separates about 300 to 400 proteins.
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Despite two different methodologies and two completely different environmental conditions
(exponential versus stationary phase, two different glucose concentrations), an exceptional
level of parallelism was detected in the expression profiles of both evolved clones compared to
the ones obtained from the ancestor. The transcription profiles revealed parallel changes in
the expression of 59 genes after 20,000 generations of experimental evolution,(©ooper et al. 2003)
while 38 proteins showed quantitative parallel changes on the global protein profiles. (Pelosietal
2006) Remarkably, all the transcriptional and protein parallel changes evolved in the same
direction compared to the ancestral expression level, reflecting their physiological and
adaptive significance. Each of these parallel changes per se is unlikely due to a particular
adaptive mutation. Most of these parallel changes may rather represent a coordinated response
to regulatory modifications, while some of them may be linked to more specific mutations.
Since the transcriptional and protein global analyses were performed under two strikingly
different environments, most genes affected by parallel changes for the two methodologies
were different.(Pelosieral- 2000 However, a close examination revealed that half of them belong to
the same regulatory network, i.e. the stringent response which is involved in adaptation to
nutritional stresses.(Cashel et al 199) The effector of the stringent response is the nucleotide
guanosine tetraphosphate, called ppGpp, whose concentration increases in the cells during
transition from feast to starvation conditions. Following starvation, this signal molecule
reprograms the global transcription profile in the cell by inhibiting transcription of genes
involved in growth (for example synthesis of stable RNAs) while activating transcription of
genes necessary for survival like the amino-acid biosynthetic operons and the zpoS gene,
encoding the stationary phase-specific sigma factor RpoS.(Hensge-Aronis 2002) Sequencing genes
known to be involved in the metabolism of ppGpp revealed a mutation in the spoT gene,
encoding a protein with both synthesis and degradation activities of ppGpp,(©entry and Cashel 1996) jpp
the population Ara-1. Introducing this particular mutation in the genomic context of the
ancestor, and competing both ancestor clones carrying the ancestral and evolved spoT alleles,
respectively, revealed a strong beneficial effect conferred by the spo7 evolved allele.(Cooperetal
2003) Therefore, bacterial adaptation occurred through improved regulatory networks and this
evolutionary change caused parallel gene expression modifications, with different subsets of
genes belonging to the stringent response network affected by the two growth conditions
used in the transcriptomic and proteomic studies.

Despite very little strict identity in the gene targets detected by both methodologies, two
parallel gene expression changes were common to the macroarrays and proteomics. Hence,
decrease in the expression of the ribose operon and the maltose regulon was detected in both
cases.(Pelost et al. 2006 We already demonstrated previously the adaptive loss of the ribose
consumption capacities under these experimental evolution conditions.(ooper et al. 200 We
therefore further investigated the molecular bases of the evolved decreased ability to use
maltose as a carbon source. Mutations in mal/7, the transcriptional activator of the maltose
operons,Paret 200 were discovered in both focal Ara-1 and Ara+l populations.®elos et al. 2006)
Isogenic ancestral strains were constructed by introducing each of these mal/7T mutations
within the chromosome of the ancestor. Competition experiments between ancestor clones
carrying the ancestral and each evolved mal/T alleles revealed that both mutations enhanced
fitness in these conditions.

The spoT and malT genes were subsequently sequenced in all twelve evolving
populations. (Cooper ecal. 2003, Pelosi ec al. 2006) Mytations were found in spo7'in eight populations (Fig. 3),
and the same situation occurred for ma/7 although not in the same precise eight populations.
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As for the DNA superhelicity, parallel genetic changes affecting another global regulatory
network, i.e. the stringent response, is one of the key evolutionary pathways in this
experimental evolution. Parallel genetic changes in the stringent response regulatory network
underlie the parallel phenotypic changes observed in the global gene expression patterns.
Likewise, at least some of the parallel catabolic decreases detected during evolution of these
bacterial populations (Cooperetal- 2000) capn be explained by parallel mutations in the corresponding
sugar utilization operons, which are beneficial in the glucose environment. These mutations
confirm that these populations evolved by ecological specialization through, at least partially,
the mechanism of antagonistic pleiotropy (see section “Phenotypic evolution”).

Comparison of global expression profiles in independently evolving individuals highlighted
adaptation through parallel genetic modifications at two levels of gene regulation: the lower
level of gene regulation, i.e. the gene or operon level, and the higher level of global gene
regulatory network. While mutations affecting the first level generated clear-cut phenotypes
(decrease of catabolic functions), it is more difficult to predict the phenotypic consequences of
substitutions affecting the second level. We therefore decided to investigate into more details
the spo7 mutations.

Evolutionary modifications of the stringent response regulatory network

The stringent response

The stringent response is a regulatory network allowing bacteria to cope with changing
environments, in particular with different nutritional states.(Casheletal- 199) The effectors of this
response are two nucleotide molecules, ppGpp which is derived from pppGpp by hydrolysis.
Both molecules are collectively called (p)ppGpp. In response to various starvation conditions,
the levels of (p)ppGpp increase intracellularly through the action of two enzymes RelA and
SpoT, encoded by the re/A and spoT genes. The (p)ppGpp effector is then able to reprogram
the entire transcription machinery of the cell, through direct interactions with RNA
polymerase and the help of protein partners like DksA.(Magnusson et al. 2005 Thege overall
transcription changes result in inhibition of the synthesis of stable RNAs, together with all
processes involved in cell growth. At the same time, (p)ppGpp leads to a stimulation of
transcription of genes necessary for survival like the amino-acid biosynthetic operons or the
stress survival gene encoding RpoS, an alternative sigma factor. This coordinated response
allows cells to survive under starvation conditions. After starvation, when nutrients become
available, (p)ppGpp is degraded by the SpoT protein,(Gentry and Cashel 199) gllowing transcription to
promote growth again.

The metabolism of (p)ppGpp is directed essentially by two proteins, RelA and SpoT. The RelA
protein is a ribosome-associated (p)ppGpp synthetase involved in synthesis as a response to
amino-acid starvation, the induction signal being accumulation of uncharged tRNAs.(Wendrichet
al. 2002) The SpoT enzyme is a bifunctional (p)ppGpp synthetase and hydrolase, both activities
being localized at the N terminal part of the protein,(Gentry and Cashel 1996) fo]lowed by a C terminal
domain (CTD) of unknown function (Fig. 3), suggested to be involved in the regulation of
both activities.Mechold etal. 2002) By contrast to RelA which is specific to amino-acid starvation,
SpoT is involved in (p)ppGpp regulation in response to most starvation conditions, but the
SpoT-dependent signals leading to (p)ppGpp synthesis or degradation are mostly unknown.
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Evolution of the stringent response during 20,000 generations

Six out of the eight spo7 mutations affected the CTD of the protein. We further investigated
three of these mutations: the originally identified mutation in population Ara-1, and the two
mutations substituted in populations Ara+2 and Ara-4 (Fig. 3). These three mutations affect
amino-acid residues localized at the extremities and at the middle of the CTD domain of SpoT.
Investigating the substitution dynamics of these three spo7 mutations in their respective
populations revealed that all three were fixed well before 2,000 generations during the period
of strong fitness increase. Three isogenic ancestral strains carrying each of the spo7 evolved
alleles were constructed and compared to the ancestor bearing the ancestral spo7 allele.
Competition experiments, conducted between each of these strains and the ancestor in the
same environment as the evolution experiment, confirmed the high benefit conferred by the
spoT mutation of population Ara-1,(Cooper et al 2003) and demonstrated that the two other
mutations were also highly beneficial in these conditions with a fitness effect of about 10%
(Fig. 4A). The same competition experiments were performed but samples were removed and
plated at various time points during growth and not only after 24 hours of competitions, to
dissect whether the spo7-linked benefit was associated with the lag, exponential or stationary
phases. The entire benefit conferred by all three evolved alleles was shown to be specific to
growth, i.e. to exponential phase. These results highlighted the strong level of genetic and
phenotypic parallelism in these evolving populations. The same increase in fitness was
conferred by the three spoT evolved alleles in MOPS minimal medium containing 0.2%
glucose, which is the medium used for measurements of (p)ppGpp levels (see next).

Using the same four strains, we carried out three types of quantitative assays of (p)ppGpp
levels. After cultures of all strains in minimal MOPS medium containing 0.2% glucose as the
sole carbon source and labeling with [*?P]H3POs, nucleotides were extracted by formic acid
and samples were resolved by KH2POs4 one-dimensional thin-layer chromatography
(TLC).(Cashel 1994) The first assay consists in measuring accumulation of (p)ppGpp by artificially
provoking the stringent response after addition of serine hydroxamate which inhibits tRNASe
aminoacylation therefore leading to a serine starvation.(Tos2and Pizer 171) Serine hydroxamate (0.2
mg/mL) was added to [*’P]H3POs-labelled cultures of the four strains, and we removed
samples every 5 minutes for 30 minutes. Accumulation of (p)ppGpp was followed by
extracting nucleotides and resolving them on TLC plates, with mutants devoid of pppGpp
and/or ppGpp as controls. Three independent experiments were performed and (p)ppGpp
accumulation over starvation time was calculated as the ratio of the relative intensity of the
ppGpp spots to the GTP + pppGpp + ppGpp spot intensities. The second assay consists in
following (p)ppGpp degradation. Induction of (p)ppGpp accumulation was performed exactly
as described with serine hydroxamate addition, followed by a reversal of the starvation by
adding serine (2 mg/mL), chloramphenicol (0.1 mg/mL) and a mixture of the 20 amino-acids
(0.1 mg/mL each). The reversal of starvation therefore leads to rapid degradation of (p)ppGpp
through the activity of SpoT. Immediately after starvation, we sampled cells every 10 seconds
during 2 minutes for each of the four strains, and the samples were treated as described
previously. Three independent experiments were performed and accurate half-lives of
(p)ppGpp can be calculated from straight-line slopes of decay on semi-logarithmic graphs,
because the rates of decay are first-order reactions.(¢*he 199 The third measurements consisted
in sampling cells from the four strains bearing the four spoT alleles during growth in
[32P]H3POs-labelled MOPS minimal medium. Samples were removed every 30 minutes during
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12 hours, and subjected to the extraction procedures and to TLC. All three biochemical
measurements of (p)ppGpp accumulation, degradation and levels revealed no differences
whatsoever between the ancestral strains bearing the ancestral and evolved spoT alleles. The
high fitness increase conferred by the three mutations are therefore independent of the
intracellular (p)ppGpp levels. To confirm this, we introduced the four spo7 alleles (ancestral
and three evolved) in a 606 ancestral genetic background where we previously deleted the
relA gene. These four strains have therefore very low levels of (p)ppGpp and we competed
them against the Ara+ variant of the ancestor. These competition experiments confirmed a
high benefit of the spoT evolved alleles even in this re/4-deleted background. Therefore, the
spoT'evolved alleles conferred higher fitness independently of the (p)ppGpp levels.

Since the stringent response negatively regulates the synthesis of ribosomal RNAs upon
transition into stationary phase, we determined the intracellular content of DNA, RNAs and
proteins in the four previous strains (Fig. 4B). Although a stringent control is clearly observed
in the four strains upon entry into starvation, the ratios of DNA, RNA and protein per cell in
stationary phase relative to growth phase is higher when each of the three spoT evolved
alleles is present, compared to the spo7 ancestral allele (Fig. 4B). In other words, it seems that
the spoT evolved alleles conferred a very mild relaxed phenotype in those strains. This fine-
tuning leaves the strain in a “growth state” even upon entry into stationary phase. This is
reminiscent to what happens in a strain devoid of (p)ppGpp,™Magnussen etal- 2003) " although not to
the same extent since we observed no changes in the (p)ppGpp levels. Cells containing higher
levels of macromolecules in stationary phase should be at a disadvantage upon prolonged
starvation. This is indeed the case, since isogenic strains bearing each of the spoT evolved
alleles have lower fitness during competitions with the ancestral strain under prolonged
starvation conditions.

Conclusions

The hallmark of evolution of the bacterium E. coli during 40,000 generations in a constant
environment is a very high level of parallelism, that can be characterized at various levels. At
the phenotypic level, all populations revealed increased fitness associated with changes in the
morphology and size of the cells. Most populations also revealed consistent changes in
catabolic abilities, global gene expression patterns, and DNA supercoiling levels. Investigation
of some of these parallel phenotypic changes uncovered several beneficial mutations and
revealed a high level of genetic parallelism, the same genes being the targets of natural
selection in most evolving populations. Despite this high genetic parallelism at the gene level,
the mutations discovered were different in the various populations. Analysis of different
mutations in some target genes, like mal/7T or spoT, however uncovered a third level of
parallelism: the molecular level, the different mutations leading to similar effects. Both
genetic and molecular parallelisms underlie the strong parallelism observed at the phenotypic
level. This is in marked contrast with sequences of randomly-chosen genes in evolved clones
isolated at 20,000 generations from all twelve populations, where mutations were found only
in the four mutator populations; and no single mutation was observed in more than one
population.

Beneficial mutations discovered can be classified into two main categories, targeting either the
lower regulation level in the cell, i.e. the gene or operon level, or the larger regulation level,
i.e. the global regulator level. This reflects the overall architecture of regulatory interactions
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in many organisms, with many genes with one or a few connections and a small number of
well-connected “hub” genes. (Barabasiand Oltvai 2004) A]] our data suggest that the evolutionary ability
of bacterial organisms acts by plasticity of all levels of gene regulation, from a single low-
connected gene whose function may be improved (or cancelled) to give a better fit to the
current environment to a highly connected “hub” gene whose modification will have
profound consequences onto the overall cell physiology. The first class of beneficial mutation-
containing genes affects cellular functions involved in carbon source catabolism (rbs, mal7),
cell wall biosynthesis (pbpA), and metabolism (pykF, nadR). Some of them explain parallel
phenotypic changes that were observed during long-term evolution. For example, repeated
deletions of the rbs operon and mutations within ma/7 are the molecular bases of the reduced
ability to use ribose and maltose as carbon sources of the evolved clones. The phpA mutations
may be the bases of the size and morphology modifications, and mutations in pykF and nadR
may explain better growth in the medium used in the evolution experiment with glucose as
the SO].e Carbon Source'(Schneider et al. 2000,Woods et al. 2006)

The second class of mutations affect two global regulatory networks which are well conserved
among bacteria and even in eukaryotic cells: the DNA supercoiling and the stringent response.
Both networks are able to sense environmental fluctuations and induce modifications of the
global gene expression pattern to respond to the external conditions.(Cashel et al. 1996,Magnusson et al.
2005 Hatfield and Benham 2002 Travers and Muskhelishvili 2005 The Jong-term evolution experiment provides an
exquisite training ground for bacteria to adapt to transitions growth-starvation and starvation-
regrowth. Adaptation occurred through changes in genes known to be global regulators under
these conditions: topA, fis, and spoT. During growth, synthesis of stable RNAs (rRNA and
tRNA) is maximal and directly related to the growth rates, whereas it strongly decreases upon
transition to stationary phase.(Bremer and Dennis 1996) Regylation of this tight control is performed
mainly through (p)ppGpp which represses transcription from the rRNA promoters,(Cashel and
Gallant 1969, Travers 1976) the ]evel of DNA superhelicity which is required to be highly negative,®amond
1985 and the Fis histone-like protein which binds to them for activation.(Muskhelishvili et al. 1995)
There is a high regulatory connection between these different levels of regulation of stable
RNA synthesis, and it is therefore striking that all three revealed modifications during 40,000
generations of bacterial adaptation. The (p)ppGpp molecules were shown to destabilize the
stability of the transcription initiation complexes, which is particularly drastic on stringent
promoters, i.e. promoters regulated negatively by (p)ppGpp, which are already intrinsically
unstable.(@houandjin1998) A crucial determinant of this negative regulation is a specific sequence,
called the discriminator, which is localized between the -10 promoter box and the
transcription initiation site and which is characterized by a high GC content for stringent
promoters.(Travers 1980) At the same time, these stringent promoters require high negative DNA
superhelicity to be optimally transcribed, since this high GC discriminator sequence provides
a high energy barrier, that can be overcome by high DNA supercoiling.(Pemberton etal. 2000) Dyyring
growth, DNA superhelicity is negative and high and there is no (p)ppGpp, conditions favoring
transcription of rRNA. During transition into stationary phase, (p)ppGpp levels strongly and
rapidly increase and the DNA is more relaxed,®eyesDominguez et al 2003) conditions inhibiting
transcription of rRNA. Under starvation conditions, (p)ppGpp also have a positive effect on
transcription of other genes, like the amino-acid biosynthetic operons or genes under the
control of alternative sigma factors.Magnusson etal- 2005 Thege positive effects have been proposed
to be related to mainly two mechanisms, a passive(Barkeretal 201) gnd an activeUishage etal 2002) model
of positive regulation by (p)ppGpp. During growth, most RNA polymerase molecules are
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engaged in transcription of the stable rRNA operons, whereas transition into stationary phase
leads to destabilization of the transcription open complexes on the stringent promoters
through the action of (p)ppGpp. The passive model for activation through (p)ppGpp is
therefore linked to the subsequent availability of RNA polymerase molecules to transcribe
promoters for which they have much less affinity, for example the amino-acid biosynthetic
operons. (Barker etal. 2001 Agsociated with this process, (p)ppGpp is also involved in sigma factor
competition for the RNA polymerase core enzyme, by increasing the binding ability of
alternative sigma factors (0%, 0®?, and 0°*) compared to the vegetative 07° factor.(ishage et al. 2002,
Kvint et al. 2000 Laurie et al. 2003) Therefore, (p)ppGpp is actively involved in gene expression alterations
by inducing a shift in the ability of sigma factors to recruit RNA polymerase enzyme.
Collectively, the negative and positive effects of (p)ppGpp reprograms the entire transcription
machinery in the cell during the transitions between nutritional states, leading in particular to
a decrease in the quantity of stable RNAs, and consequently of the total RNAs, and of
ribosomes upon entry into stationary phase.

During 40,000 generations of experimental evolution of E. coli cells, the beneficial spoT’
mutations, although having no effect on the overall synthesis and degradation of (p)ppGpp,
are responsible for a reduced decrease of the quantity of RNAs and proteins upon transition
into stationary phase, compared to the ancestral strain. This is reminiscent to a relaxed
phenotype, with a stringent response having a milder effect. Although the mechanism is still
unknown, these spoT evolved alleles seem to counter-balance the effects of the (p)ppGpp
effectors. This phenotypic effect may “lock” the cells into a growth state which may confer a
selective advantage under these conditions where nutrients are supplied each day. Also, the
beneficial increase of the DNA superhelicity level may amplify this phenomenon by
facilitating transcription through the discriminator sequence of stringent promoters.
Evolution of E. coli under these growth-starvation transition conditions therefore involved
the improvement of the interplay between these two highly connected regulatory networks:
the DNA superhelicity and the stringent response. Dissecting the mechanisms that allow
improvement of bacterial regulatory circuits is of crucial importance to understand how
natural selection shapes fitter individuals as a function of environmental conditions. The
experimental evolution populations offer unique opportunities to quantify dynamics in a
complex adaptive system and elucidate the interplay among these regulatory mutations.
Hence, we are in the process of reconstructing and analyzing the overall evolutionary history
of one model population by successively introducing the various beneficial mutations into the
ancestral background.
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Table 1. 1S-associated mutations that occurred during the first 2,000
Generations of experimental evolution (adapted from(Schneideretal 2000y

Mutational event Gene function Population”
Insertion of 1S150 into pykF Pyruvate kinase Ara-1 (12)
Insertion of 1S150 into nadR NAD™ metabolism  Ara+1 (12)
Insertion of 1S150 into hokB-sokB Addiction module Ara+1 (6)
Inversion between 1S150 elements Ara+1 (1)

Insertion of 1S150 upstream of pbpA-  Cell wall biosynthesis Ara+1 (6)
rodA operon

“ The population in which the initial mutation was found by RFLP-IS is
indicated, together with the number of populations (within parentheses) in
which a mutation in the corresponding genes was subsequently found (see
text).

“ Nicotinamide adenine di-nucleotide.
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Figure legend.

Figure 1. A. Fitness trajectory during 20,000 generations of experimental evolution with £
colj.(Cooper and Lenski 2000) Each dotted line represents the relative fitness values of each evolved
population compared to the ancestor. The black line is the mean of the twelve populations.
B. Cell size trajectories during 10,000 generations in each of the twelve populations.

Figure 2. Phylogenetic trees constructed from RFLP analyses of the ancestor and evolved
clones. (@fter Papadopoulos et al 1999) Fach individual is depicted by the generation at which it was
sampled followed by an arbitrary number. Inside the box are located individuals presenting
the same fingerprints as the ancestor. Pivotal mutations, representing potential beneficial
mutations, are shown with arrows. A. Population Ara+1. B. Population Ara-1. (Copyright
1999 National Academy of Sciences, USA).

Figure 3. Map of the spo7 mutations found in eight evolving populations.(Cooper et al- 2003) The
amino-acid changes are shown together with their locations within the SpoT protein. The
SpoT protein is divided into three functional domains: the ppGpp hydrolase domain and
the ppGpp synthetase domain,(Gentry and Cashel 1996) and the carboxy terminal domain (CTD)
suggested to be involved in the regulation of the two previous domains.Mechold etal. 2002)

Figure 4. A. Fitness effects of three evolved spo7 mutations, all moved into the ancestral
genetic background. Competitions were performed in the same medium used in the long-
term evolution experiment. Error bars are 95% confidence intervals based on 6 replicated
competition assays for each genotype. From left to right, the four genotypes are as follows:
606 is the ancestral strain with the ancestral spoT allele; spoT , spoT *?, and spoT * are
alleles that evolved in populations Ara-1,(Cooper et al 2003) Ara+? and Ara-4, respectively,
which were then moved into the ancestral chromosome. In each case, the genotype of
interest competed against a variant of the 606 ancestor bearing a neutral marker, the
arabinose utilization ability, that allows the distinction between both competitors. As
shown previously,®enskietal- 190 this marker had no discernible effect on fitness (Ho=1, n =
12, = 0.48, p = 0.6379). All three spoT mutations were beneficial, with fitness relative to
the ancestral spo7 allele of 1.0935 for the Ara-1 mutation (Ho=1, n =6, & = 1053, p =
0.0001, confirming previous data(©ocperetal- 2003)) °1 1195 for the Ara+2 mutation (Ho=1, n=6,
t-=10.52, p = 0.0001), and 1.1196 for the Ara-4 mutation (Ho=1, n=6, t=11.79, p=
0.0001). All these gains were eliminated when each evolved allele was replaced again by
the ancestral allele, confirming that they were caused by the spo7' mutations rather that by
some hypothetical secondary mutations that might have accidentally occurred during the
strain constructions. B. Intracellular content of cells from ancestral strains bearing the
ancestral and evolved alleles of spo7 from populations Ara-1, Ara+2, and Ara-4 (from left
to right). Each strain was grown in the same medium as the evolution experiment (Davis
Minimal) but containing ten times more glucose, and samples were removed in mid-
exponential phase and in stationary phase after 24 hours of growth. At each time point,
viable cell numbers were determined as well as the concentration of DNA, RNA and
proteins (Quant-it™ high-sensitivity kits, Molecular Probes). The ratio of the
concentration of each macromolecule per cell at stationary phase relative to exponential
phase is shown. Error bars obtained from three independent experiments are indicated.
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INTRODUCTION PARTIE Il : LA STRATEGIE D’EVOLUTION EXPERIMENTALE
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Figure 2
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Figure 4
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RESULTATS



Les résultats de ce travail sont exposés ici en trois parties. Dans la premiére partie, nous
avons montré que la superhélicité de ’ADN était la cible de la sélection naturelle au cours de
Iévolution expérimentale. Des modifications paralleles de superhélicité ont ainsi été mises en
évidence dans la majorité des 12 populations, et une population modele, Ara-1, a été étudiée
plus en détails. La seconde partie porte sur le prolongement de cette étude aux 11 autres
populations et montre que le parallélisme phénotypique observé au niveau de la superhélicité
de 'ADN a une base génétique. Enfin, la derniere partie détaille et caractérise au niveau
moléculaire une des cibles de la sélection naturelle, le gene fis.

Toutes les souches utilisées au cours de ce travail sont résumées dans le Tableau 1. La
nomenclature utilisée pour certaines souches a été modifiée entre la partie I des résultats et les
parties II et III. Les correspondances sont données dans le Tableau 1. Ces différences sont dues
au fait que seule la population Ara-1 ait été étudiée dans un premier temps et ces résultats ont
été publiés (Crozat et al., 2005). Ils ont ensuite été étendus aux autres populations, ce qui a

nécessité une modification de nomenclature.
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RESULTATS

PARTIE |

LA TOPOLOGIE DE LA
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COMME CIBLE DE LA

SELECTION NATURELLE



Cette partie a fait 'objet de la publication ci-jointe intitulée « Long-term Experimental
Evolution in Escherichia coli. XII. DNA Topology as a Key Target of Selection » (E. Crozat, N.
Phlippe, J. Geiselman and D. Schneider, Genetics, 2005, 169 : 523-532).

Tous les jours depuis 1988, les cultures des douze populations sont diluées dans du milieu
frais, apres 24h d’incubation a 37°C. Elles sont alors soumises a une phase de latence, suivie
d’une période de croissance active qui est stoppée lorsque les nutriments s’épuisent. Les
cellules entrent alors en phase stationnaire jusqu’au lendemain, ot la dilution dans du milieu
frais les place a nouveau dans des conditions favorables a leur croissance. Ces transitions
croissance-carence et carence-croissance sont connues pour affecter la superhélicité de 'ADN
(Balke et Gralla, 1987 ; Hatfield et Benham, 2002 ; Reyes-Dominguez et al., 2003). Des
modifications de topologie de ’ADN sont par ailleurs connues pour modifier la transcription
globale des génes (Pruss et Drlica, 1989 ; Steck et al., 1993 ; Bordes et al., 2003 ; Peter et al.,
2004). Ceci pourrait ainsi permettre aux bactéries d’adapter rapidement 'expression de leurs
geénes aux conditions de croissance, notamment lors des transitions nutritionnelles.

La superhélicité de 'ADN a été mesurée au sein des 12 populations au cours de I’évolution.
Ces mesures ont été réalisées en utilisant un plasmide rapporteur, ici pUC18, dont le niveau de
superhélicité reflete qualitativement celui du chromosome (Weitao et al., 2000). Ce plasmide
rapporteur a été introduit dans 3 clones évolués isolés a 2000, 10 000 et 20 000 générations de
chacune des 12 populations, ainsi que dans le clone ancétre. La distribution des topoisomeres
plasmidiques de tous les clones évolués a été comparée a celle du clone ancétre par électrophorese
sur gels d’agarose contenant de la chloroquine (Higgins et al., 1988). Cette molécule s’intercale
dans 'ADN et permet de visualiser les différents topoisomeres d'un plasmide. Les clones évolués
de 10 populations sur 12 présentent une augmentation de superhélicité du chromosome a 20 000
générations par rapport a l'ancétre. Parmi ces populations, 9 présentent des modifications
importantes au cours des 2000 premiéres générations d’ évolution, période d’amélioration rapide du
fitness (Lenski et Travisano, 1994 ; Cooper et Lenski, 2000). L’augmentation de superhélicité de
I’ADN est donc une modification phénotypique supplémentaire observée de fagon paralléle dans la
majorité des populations au cours de I'évolution (voir Introduction Partie II). Les changements

phénotypiques apparaissant de facon parallele au sein de lignées indépendantes suggerent une
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évolution adaptative (Bull et al., 1997 ; Cooper et al., 2001 ; Nosil et al., 2002). L’accroissement du
niveau de superhélicité de 'ADN observé dans la majorité des populations des 2000 générations,
pendant la période de forte augmentation de fitness, pourrait donc étre impliqué dans I'adaptation
des bactéries aux conditions de 1’évolution expérimentale.

Les mutations susceptibles d’étre a I'origine de cet accroissement de superhélicité ont été
recherchées dans la population modele Ara-1, utilisée dans la plupart des autres études
génétiques réalisées (Papadopoulos et al., 1999 ; Schneider et al., 2000a ; Cooper et al., 2003 ;
Pelosi et al., 2006). Cette population présente deux augmentations successives de superhélicité,
l'une intervenant avant 2000 générations, 'autre apres 10 000 générations. Ceci suggere
I'implication d’au moins deux mutations, qui, aprés séquencage des génes connus pour étre
impliqués dans la topologie de 'ADN, ont effectivement été mises en évidence dans deux de
ces genes. Une mutation cible le géne ropA (H33Y), codant la topoisomérase I, qui relache les
supertours négatifs, tandis que 'autre modifie le site de fixation des ribosomes (RBS) du géne
fis, codant une protéine de type histone (Schneider et al., 1999 ; Dorman et Deighan, 2003). La
présence de ces mutations a alors été recherchée chez une cinquantaine de clones isolés a 500,
1000, 1500, 2000 et 10 000 générations, ce qui a permis de déterminer leur dynamique de
fixation au sein de la population Ara-1. La mutation du géne topA est apparue avant 500
générations et a été fixée entre 1000 et 1500 générations, bien avant la mutation du géne fis,
fixée apres 10 000 générations. Ceci correspond aux deux périodes ou des changements de
superhélicité ont été mesurés dans cette population Ara-1.

Afin d’analyser les effets phénotypiques de ces mutations, elles ont été introduites seules
ou en combinaison dans le contexte génétique ancestral, au moyen du plasmide suicide pKO3
(Link et al.,, 1997). Ceci a permis d’obtenir plusieurs souches ancestrales isogéniques a
I'exception des alleles topA et/ou fis. De la méme fagon, un clone isolé a 2000 générations dans
la population Ara-1 a été modifié par remplacement de l'allele évolué de ropA par son allele
ancestral. Ces différentes constructions ont permis d’étudier l'effet des deux mutations sur la
topologie de ’ADN, le fitness des bactéries, mais aussi sur 'activité de la topoisomérase I et

I'expression de Fis.

Des mesures de topologie de 'ADN ont été effectuées, de la méme fagon que

précédemment, sur les souches portant les alleles évolués ou ancestraux de tropA et fis.
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Chacune des deux mutations augmente la superhélicité négative de ’ADN plasmidique dans le
contexte génétique de l'ancétre. La mutation topA reproduit le changement de topologie
observé chez les clones évolués isolés a 2000 générations dans la population Ara-1, tandis que
les deux mutations combinées reproduisent les changements de topologie observés chez les
clones évolués isolés a 20 000 générations. Ce résultat est étroitement corrélé a la dynamique
de fixation des mutations : ainsi, la premiére augmentation de superhélicité correspondrait a la
fixation de la mutation dans le géne ropA, tandis que la deuxiéme correspondrait a la fixation
de la mutation dans le géne fis. Ces deux mutations semblent donc étre responsables de toutes
les modifications de superhélicité observées dans la population Ara-1.

Des expériences de compétition ont été réalisées entre les clones ancétres portant les
alleles évolués et ancestraux des génes topA et fis. Ces expériences ont permis de montrer que
'allele évolué du geéne topA apporte un bénéfice important de 13,3%, alors que l'alleéle évolué
du géne fis est bénéfique d’environ 3%. Lorsque les deux mutations sont combinées, le gain de
fitness est d’environ 16%, ce qui n’est pas statistiquement différent d'un effet additif. Ces deux
mutations permettent donc l'adaptation des bactéries aux conditions de I'évolution
expérimentale. Elles ont un effet additif aussi bien en terme d’augmentation de superhélicité
de 'ADN que de fitness.

La mutation dans le géne topA touche un résidu tres conservé (Chen et Wang, 1998) du
domaine I de la topoisomérase I, situé dans le domaine N-terminal, et probablement impliqué
dans l'interaction avec 'ADN (Lima et al., 1994). La topoisomérase I a pour role de diminuer
la superhélicité négative de ’ADN. L’allele ropA évolué entrainant une augmentation de
superhélicité, il provoque probablement une baisse de I'activité de la topoisomérase I. L'effet
de la mutation découverte dans le RBS du géne fis sur 'expression de la protéine a été analysé
par western-blot en utilisant des anticorps dirigés contre Fis. Cette mutation provoque une
diminution de la quantité de Fis, qui est un répresseur transcriptionnel de 'expression de gyrA
et gyrB codant la gyrase (Schneider et al., 1999). Ceci pourrait donc expliquer I'augmentation

de superhélicité de 'ADN induite par cette mutation.

La mutation topA est détectée de fagon tres précoce (avant 500 générations), et ce dans
1/3 des individus testés a ce temps évolutif. Une mutation apportant un tel avantage (13%)

aurait di étre fixée en moins de 200 générations (Lenski et al., 1991), c’est-a-dire bien avant
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1000 générations. Or il faut attendre 1500 générations pour que tous les individus analysés
présentent l'allele évolué du gene ropA. Ceci pourrait étre dt a un phénomene appelé
interférence clonale. A une méme étape de I'évolution, la population peut en effet étre
composée de plusieurs sous-populations constituées de cellules portant des mutations
bénéfiques différentes mais apportant un avantage équivalent (Gerrish et Lenski, 1998). Cette
compétition entraine alors un retard de fixation des mutations. Il faut en effet attendre quune
seconde mutation bénéfique apparaisse dans une des sous-populations, et que cette mutation
confére une augmentation suffisante du fitness, pour permettre la fixation de cette sous-
population aux dépends des autres. A 1000 générations, la population Ara-1 serait donc
constituée d’au moins 2 sous-populations, I'une composée de cellules portant 'allele évolué de
topA, lautre de bactéries portant I'allele ancestral de ropA mais comportant une ou plusieurs
autres mutations bénéfiques. Le fitness et le niveau de superhélicité de 4 clones évolués isolés
a 1000 générations au sein de la population Ara-1 ont été mesurés, 2 des clones ne portant pas
I'allele évolué de topA, les 2 autres le possédant. Or ces 4 clones présentent un fitness et un
niveau de superhélicité de 'ADN similaires. Ce résultat signifie donc que les clones ne
possédant pas l'allele évolué de topA portent une ou plusieurs autres mutations ayant un effet
équivalent sur le fitness. La topologie de 'ADN étant la méme que pour la sous-population
portant 'allele évolué de topA, il est probable qu'une de ces mutations bénéfiques affecte

également un géne impliqué dans le contrdle de la superhélicité de TADN.

Ces expériences ont permis de mettre en évidence une nouvelle classe de
mutations bénéfiques, permettant l'adaptation des bactéries aux conditions de l'évolution
expérimentale. Elles affectent le degré de superhélicité de 'ADN, qui est un point de contrdle
des transitions nutritionnelles et de la réponse aux stress chez les bactéries. La superhélicité de
I’ADN est donc une cible majeure de la sélection naturelle. En effet, I'accroissement de
superhélicité a été mis en évidence de fagon paralléele dans la majorité des populations mais

également dans différentes sous-populations éléments d'une méme population.
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ABSTRACT

The genetic bases of adaptation are being investigated in 12 populations of Escherichia coli, founded
from a common ancestor and serially propagated for 20,000 generations, during which time they achieved
substantial fitness gains. Each day, populations alternated between active growth and nutrient exhaustion.
DNA supercoiling in bacteria is influenced by nutritional state, and DNA topology helps coordinate the
overall pattern of gene expression in response to environmental changes. We therefore examined whether
the genetic controls over supercoiling might have changed during the evolution experiment. Parallel
changes in topology occurred in most populations, with the level of DNA supercoiling increasing, usually
in the first 2000 generations. Two mutations in the fopA and fis genes that control supercoiling were
discovered in a population that served as the focus for further investigation. Moving the mutations, alone
and in combination, into the ancestral background had an additive effect on supercoiling, and together
they reproduced the net change in DNA topology observed in this population. Moreover, both mutations
were beneficial in competition experiments. Clonal interference involving other beneficial DNA topology
mutations was also detected. These findings define a new class of fitness-enhancing mutations and indicate
that the control of DNA supercoiling can be a key target of selection in evolving bacterial populations.

VOLUTION experiments allow one to study the
dynamics and genetic bases of microbial evolution,

and this approach has become increasingly widespread
in recent years (ELENA and LeENsk1 2003). The longest-
running evolution experiment involves 12 populations
of Escherichia colifounded from the same ancestral strain,
which have been serially propagated in the same glu-
cose-limited medium for >20,000 generations (LENSKI
et al. 1991; LENSKI and TrAvisaNo 1994; CooPER and
Lenskr 2000; LEnskr 2004). The populations improved
their performance as demonstrated by the large fitness
gains seen when the evolved bacteria compete against
their ancestor in the same environment (COOPER and
LENsk1 2000). Many genetic changes have been found in
these evolved lines including point mutations, deletions,
inversions, and insertions of insertion sequence ele-
ments (SNIEGOWSKI el al. 1997; PAPADOPOULOS ¢l al.
1999; SCHNEIDER et al. 2000; COOPER et al. 2001a, 2003;
LENSKI et al. 2003). To date, mutations at two loci (7bs
and spoT) have been conclusively demonstrated to be
beneficial in the evolutionary environment (COOPER et
al. 2001a, 2003), but their effects explain only a small
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fraction of the total fitness improvement. Both loci are
mutated in most or all of the independently derived
lineages, indicating parallel adaptive evolution.

In the experiment cited above, each day the evolving
populations experienced a lag phase followed by expo-
nential growth, then depletion of the limiting glucose,
and finally stationary phase (until transfer into fresh
medium the next day). Such transitions are known to
influence DNA topology (HATFIELD and BENHAM 2002;
REYES-DOMINGUEZ et al. 2003). DNA supercoiling is dy-
namically modified during many environmental chal-
lenges, including the transition from growth to station-
ary phase (BALKE and GrRaLLA 1987), nutrient upshift
(REYES-DOMINGUEZ et al. 2003), anaerobiosis (BHRIAIN
et al. 1989), thermal stress (GOLDSTEIN and DRLICA
1984), oxidative stress (WEINSTEIN-FISCHER et al. 2000),
osmotic stress (HIGGINS et al. 1988), and acid stress
(KArREM and FosTER 1993). Phenotypic acclimation by
bacteria to these challenges requires rapid changes in
expression of many genes, and one important acclima-
tory response is the transient modification of supercoil-
ing, which can produce genome-wide changes in rates of
transcription (JovanovicH and LEBowiTz 1987; Pruss
and DrricA 1989; STECK et al. 1993; GMUENDER ¢! al.
2001). The topology of DNA therefore helps to coordi-
nate the gene regulatory networks of bacteria in re-
sponse to varying environments. The maintenance of
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proper DNA topology is also required for cell viability,
since it affects many processes in bacteria including
replication, repair, transcription, recombination, and
transposition. The level of DNA supercoiling is tightly
regulated in the cell by the combined activities of topo-
isomerases (CHAMPOUX 2001) and histone-like proteins
(DORMAN and DEIGHAN 2003). In E. coli, three main topoi-
somerases are involved in maintaining DNA supercoiling:
topoisomerases I (WANG 1971) and IV (ZECHIEDRICH ¢t al.
2000) relax DNA, while DNA gyrase introduces negative
supercoils (GELLERT et al. 1976). Histone-like proteins
constrain the supercoiling level by binding to DNA and
regulating the expression of the topoisomerase-encod-
ing genes (DorMAN and DEIGHAN 2003).

In this study, we sought to determine whether the
level of DNA supercoiling might have changed during
the evolution experiment, because the populations ex-
perienced daily challenges of nutrient upshift and ex-
haustion. If so, such changes would suggest candidate
loci for further study by sequencing, genetic manipula-
tion, and analyses of phenotypic effects.

MATERIALS AND METHODS

Strains, plasmids, and culture conditions: Twelve popula-
tions of E. coli B were started from two genotypes that differed
by only a single neutral marker (arabinose utilization), and
they were propagated for 20,000 generations at 37° in a glu-
cose-limited defined medium (LENSKI et al. 1991; LENSKI and
Travisano 1994; CoorerR and Lenskr 2000; LEnskr 2004).
Six populations, designated Ara—1-Ara—6, were founded
from the ancestor that is Ara~ (unable to use arabinose as a
carbon source) and six others, Ara+1-Ara+6, from an Ara™®
revertant of the ancestor. The arabinose utilization phenotype
serves as a marker in competition experiments and was shown
to be neutral under these conditions (LENSKI et al. 1991). We
used three clones sampled at random from each of the 12
populations at generations 2000, 10,000, and 20,000 (CoorPer
and Lensk1 2000). Population Ara—1 served as the focal popu-
lation in this study and was the source of the evolved topA and
fis alleles. Strain 606 fis® has an in-frame fis deletion and
was constructed (D. SCHNEIDER, unpublished data) using the
suicide-plasmid pKO3 (LINK et al. 1997). This deletion con-
struct is presumed to be otherwise isogenic to the ancestor
(REL606) and was used as a control in immunoblot analyses.

We used plasmids pUCI8 (YANISCH-PERRON et al. 1985) for
DNA supercoiling measurements, pKO3 (LINK et al. 1997) for
allele replacements, and pCRII-Topo (Invitrogen, San Diego)
for cloning experiments.

All experiments were performed by growing strains either
in the same Davis glucose (25 pg/ml) minimal medium
(DM25) that was used in the evolution experiment (LENSKI
et al. 1991) or in rich Luria broth (LB) medium (SAMBROOK
et al. 1989). Ampicillin (100 pg/ml), chloramphenicol (30
pg/ml), or kanamycin (50 wg/ml) were added as needed.

DNA supercoiling measurements: Topological changes dur-
ing evolution were measured by analyzing the relative abun-
dance of different topoisomers of a reporter plasmid. The
pUCI8 plasmid was introduced to various strains by electro-
transformation (Bio-Rad, Richmond, CA, 200 ohm, 25 pF,
2.5 kV). Electrocompetent cells were prepared as described
elsewhere (SAMBROOK et al. 1989). It should be noted that the
way we measured DNA topology allowed us to assess changes

only in the activity of the nicking-closing enzymes (i.e., topo-
isomerases). The superhelix density in vivo is also affected by
other DNA-binding proteins (LiLLEY 1986; BLiska and Coz-
ZARELLI 1987).

Bacteria containing pUCI8 were grown in LB to an
ODgppnm = 2 (or in DM25 to the end of exponential growth).
Cells were harvested and pUC18 was extracted using the QIA-
prep Spin Miniprep Kit (QIAGEN, Chatsworth, CA). The same
amount of plasmid DNA (200 ng) from each strain was loaded
onto 1% agarose gels containing 1.5 pg/ml chloroquine. The
gels were run overnight at 4° at 3 V/cm. Under these condi-
tions, more highly supercoiled topoisomers migrate faster
(H1GGINS et al. 1988). Chloroquine was washed from the gels
by soaking for 4 hr in water, and photographs were taken
under UV light after ethidium bromide staining. Because such
gels are sensitive to buffer conditions, we checked that nega-
tive supercoils occur under the choloroquine concentration
that we used. It is known that the relative mobility of the
different topoisomers varies with chloroquine concentrations
(H1GGINS et al. 1988); at a concentration of 25 wg/ml, more
supercoiled topoisomers migrate more slowly, while more re-
laxed ones migrate faster. As expected, at that higher concen-
tration, we obtained the symmetrical outcomes compared to
those obtained at a chloroquine concentration of 1.5 wg/ml
(data not shown).

Quantitative comparisons of DNA topology between each
evolved clone and the ancestor were performed by scanning
the relevant gels. Densitometric analyses were performed to
obtain the relative abundance of all of the plasmid topoisom-
ers for each clone, and the average topoisomer value was
computed from these data for each clone, including the ances-
tor. To estimate the level of DNA supercoiling, mean o-values
were calculated according to the formula o = A Lk/Lk,, where
A LKk is the difference in the linking number (i.e., difference
in average topoisomer value) between two clones and Lk, for
pUC18 is 2686 bp/10.45 bp/turn = 257. The o-value for the
ancestor was expressed relative to the midpoint topoisomer
of plasmid that was completely relaxed by using calf-thymus
topoisomerase I and assigned o = 0. Comparing the to-
poisomer distribution of plasmid DNA from the ancestor with
the completely relaxed plasmid control yielded an estimate of
o = —0.066 for the ancestor. We emphasize that the midpoint
topoisomer of the completely relaxed plasmid was used only
to establish a baseline value. All comparisons between evolved
clones and the ancestor and between the various isogenic
constructs used the complete distribution of topoisomers ob-
tained by densitometry. The o-value for each evolved clone
or isogenic construct was obtained by adding or subtracting
its average topoisomer value to that of the ancestor for more
supercoiled or more relaxed molecules, respectively. For con-
version, one negative supercoil difference corresponds to a
difference in o of —0.0039. The resulting o-value for each
evolved clone and isogenic construct was then compared to
that of the ancestor. These analyses thus allowed a precise
quantitative comparison of the distribution of plasmid to-
poisomers between each clone and the ancestor.

Changes in DNA topology were measured after growing the
various clones in LB medium. However, the populations had
evolved in a glucose-limited minimal medium. Therefore, we
also measured the supercoiling of the reporter plasmid after
growth in the same minimal medium as used in the evolution
experiment. Cell densities and molecular yields are lower in
the minimal medium, but similar changes in DNA topology
were observed in minimal and LB media (data not shown).
All subsequent experiments on supercoiling were performed
using cells grown in LB medium.

Electrophoresis and immunoblot analyses of proteins: Trip-
licate cultures of the ancestor carrying the ancestral fis allele,
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an evolved fisallele, or a complete deletion of fiswere prepared
in LB, and aliquots were sampled after 1, 1.5, 2.5, and 5 hr
of incubation at 37°. (Under these conditions, the duration
of the lag phase was ~0.75 hr, and after ~5 hr the cultures
enter into stationary phase.) Cell pellets were resuspended in
lysis buffer (20 mm HEPES pH 7.4, 1 mm EDTA, 10% glycerol,
1 mm DTT) before sonication. After centrifugation at 10,000 X
g for 30 min at 4°, total protein concentrations were deter-
mined using the Bradford protein assay kit (Bio-Rad) and with
bovine serum albumin as a standard. Equal amounts of protein
samples were subjected to 16% SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis, and the separated proteins were then electrotrans-
ferred onto polyvinylidene difluoride membranes (Amersham
Pharmacia). Prestained protein standards (Amersham, Buck-
inghamshire, UK) were used for molecular weight estimation.
Immunoblot analyses were performed with antibodies against
Fis and RpoA (courtesy of A. Ishihama and M. Cashel, respec-
tively). The blots were developed using ECL. (Amersham Phar-
macia) or nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate (Sigma) systems, and the staining intensity was
quantified using the ImageGauge (Fujifilm) software.

Strain construction: The topA and fis mutations, alone and
in combination, were introduced into the ancestral genetic
background by using the suicide plasmid pKO3 (LINK et al.
1997). Briefly, a PCR product containing ~500 bp of adjacent
sequences on each side of the mutation first was cloned into
pCRII-Topo and then subcloned into pKO3. After electrotrans-
formation of the ancestor with the appropriate plasmid, chlor-
amphenicol-resistant cells with a copy of this nonreplicative
plasmid that had integrated into the chromosome were se-
lected at high temperature. Subsequent selection on 5% su-
crose-LB plates without NaCl (BLOoMFIELD ef al. 1991) allows
detection of plasmid loss, because the plasmid carries sacB,
which renders cells sensitive to killing by sucrose. These plas-
mid-free cells were then screened for the presence of the
evolved topA allele by PCR/restriction fragment length poly-
morphism (PCR/RFLP) using NmuCl (Fermentas) to distin-
guish between ancestral and evolved alleles or for the presence
of the fis allele by direct sequencing. As a further control for
the precision of these manipulations, constructed strains were
“deconstructed” (the introduced evolved alleles were replaced
again by their ancestral counterparts, using pKO3) to check
for unintended secondary mutations (COOPER et al. 2003); in
all cases, the deconstructed strains were confirmed to have
reversed the phenotypic effects of the introduced topA and fis
evolved alleles. The same approach was used to replace the
evolved alleles by the ancestral ones in some evolved clones.

Fitness assays: The relative fitness of two strains was esti-
mated by directly competing them, as described elsewhere
(LENSKI et al. 1991). Briefly, isogenic ancestral strains with the
introduced evolved topA allele, the evolved fis allele, or both
were allowed to compete against the ancestor carrying the
opposite neutral Ara marker (LENSKI e al. 1991). Each pair-
wise competition was replicated at least fourfold, with competi-
tions running for 1 day or, with 1:100 daily serial transfer, for
6 days (longer duration allows detection of smaller fitness
effects) in the same medium as the evolution experiment.
Both 1-day and 6-day competitions include all the same phases
of population growth that occur in the serial-transfer regime,
including a lag-phase prior growth, exponential growth, deple-
tion of the limiting glucose, and stationary phase (VasI et al.
1994). In both cases, competitors were separately acclimated
to the same regime, then transferred together from stationary-
phase cultures into fresh medium (with 1:200 dilution each,
thus 1:100 combined). Samples of the competition assays were
taken to measure the abundance of the competitors; these
samples were always taken in stationary phase (24 hr after the
previous transfer), such that only the duration of the competi-

tions varied and not the physiological state of the cells or the
time they spent in various states. Fitness was calculated as the
ratio of the realized (net) population growth rates obtained for
the two strains while they competed with one another; i-tests
were performed to evaluate whether measured fitness values
differed significantly from the null hypothetical value of one.
The same basic protocol was also used to assess fitness variation
among clones sampled from the evolution experiment; a one-
way ANOVA was then performed to test whether there was
significant variation in fitness among the clones.

Evolutionary dynamics of mutation substitutions: PCR/RFLP
strategies were used to track the origin and spread of the muta-
tions discovered in the focal population, using clones isolated
from samples frozen during the evolution experiment. For the
topA locus, numerous clones from generations 500, 1000, 1500,
and 2000 were subjected to PCR using primers ODS177 (5'-
GACTACGTGGTGAAATCCAG-3") and ODS178 (5-ACCAGG
CAACACTTCATAGTG-3'). The presence or absence of the
evolved fopA mutation was determined by NmuCI digestion of
the PCR products. The evolved fis allele does not change any
restriction sites. Therefore, PCR products obtained with primers
ODS65 (5'-GTACCGAATTGCACGTAAAG-3") and ODS141 (5'-
CACCGTGAATAATGGTCTTAG-3") for many clones isolated
from 2000, 10,000, and 20,000 generations were directly se-
quenced using primer ODS65.

RESULTS

DNA topology changed during experimental evolu-
tion: To investigate DNA supercoiling, we examined
reporter plasmid DNA that was introduced into, and
then isolated from, 108 evolved clones (3 clones from
each of the 12 long-term populations for each of three
time points: 2000, 10,000, and 20,000 generations; Coo-
PER and LeNsk1 2000). All measures were compared to
the ancestor clone harboring the same reporter plasmid.
The ancestor and evolved clones were grown in rich
medium and, upon reaching stationary phase, plasmid
DNA was extracted, quantified, and loaded onto chlo-
roquine-agarose gels to separate topoisomers and visual-
ize their distribution. In all cases, the 3 evolved clones
from the same population and same generation gave
identical results.

Three main trends emerge from the levels of DNA
supercoiling observed in the various evolved clones rela-
tive to that measured in the ancestor (Figure 1). First,
10 of the 12 populations at generation 20,000 show
increased supercoiling relative to their ancestor. Sec-
ond, alterations of the DNA topology began early in
the evolution experiment, with 9 populations showing
changes by 2000 generations. These initial 2000 genera-
tions were also the period of most rapid fitness improve-
ment (LENSKI and TrRAvIsANO 1994; CooPER and LEN-
sk1 2000). Third, three populations showed continued
increases in supercoiling over time, in one case reaching
a final o-value difference of ~12% and in two others
of ~17% relative to the ancestral state.

Only a few exceptions to these general trends were
observed (Figure 1). In population Ara+1, the change
in supercoiling was seen only transiently at 2000 genera-
tions. In Ara+3, supercoiling initially increased but be-
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F1GURE 1.—Parallel changes in DNA topology during experimental evolution. Plasmid DNA was isolated from ancestral and
evolved cells carrying reporter plasmid pUCI8 and analyzed by electrophoresis on gels that allow visualization of the topoisomer
distribution, with more tightly supercoiled topoisomers migrating faster (HIGGINS et al. 1988). (A) Gel for population Ara—1
with pUCI8 extracted from the ancestor clone (lane 1) and evolved clones from 2000, 10,000, and 20,000 generations (lanes
2—4, respectively). Quantitative comparisons between each evolved clone and the ancestor are based on densitometric analyses
of the gels (see MATERIALS AND METHODS). The indicated o-value for the ancestor clone (—0.066) was obtained relative to the
midpoint topoisomer of plasmid completely relaxed with calf-thymus topoisomerase I (see MATERIALS AND METHODS). (B) The
change in supercoiling level is shown by bars for each evolved population, labeled as +1-+6 (Ara+1-Ara+6) and —1 to —6
(Ara—1-Ara—6). Open, hatched, and solid bars represent clones isolated at 2000, 10,000, and 20,000 generations, respectively.
The o-values calculated in evolved clones are compared to the ancestral level (—0.066), such that higher absolute values show
increased supercoiling and lower absolute values indicate relaxation of DNA. The absence of a bar for +6 at 10,000 generations
indicates that no measurement could be obtained (see text). Otherwise, short bars indicate the absence of any change in

supercoiling.

came more relaxed than the ancestral state at 20,000
generations. In population Ara+6, the supercoiling
level could not be measured for the 10,000-generation
clones, because they grew slowly under the ampicillin
selection required for maintenance of the reporter plas-
mid, and no plasmid DNA could be recovered. However,
increased supercoiling was seen at 2000 and 20,000 gen-
erations in this population. Finally, Ara—6 showed no
change in supercoiling at 10,000 generations, whereas
it was increased at 2000 and 20,000 generations. During
the course of the evolution experiment, four popula-
tions became mutators (SNIEGOWSKI ef al. 1997; COOPER
and Lensk1 2000), including Ara+3, Ara+6, Ara—2,
and Ara—4. There is no apparent association of the
evolved changes in DNA topology with mutator status.

Summarizing to this point, our results show consistent
and parallel changes in the DNA supercoiling level in
most evolved populations, with many changes already
seen by 2000 generations. Rapid and parallel changes
across independent lineages are indicative of adaptive
evolution (BULL et al. 1997; COOPER et al. 2001a; NOSIL
et al. 2002). These data therefore strongly suggest that
the parallel changes in DNA topology are adaptive. To
test this hypothesis further, we sought to identify the muta-
tions responsible for increased supercoiling among the
various genes involved in the control of DNA topology.
We focused on changes in population Ara—1 for two

reasons. First, this population has served as a focal lin-
eage in several other studies of the long-term lines (Pap-
ADOPOULOS ¢t al. 1999; CoorPER and LENsk1 2000;
SCHNEIDER et al. 2000; COOPER et al. 2003). Second, the
supercoiling level in this population increased in at least
two successive steps, implicating the involvement of at
least two mutations (Figure 1).

Identification of mutations altering DNA topology: By
sequencing candidate loci in a clone isolated at 20,000
generations from population Ara—1, we found two mu-
tations. One mutation is in topA, which encodes topo-
isomerase I, which in turn relaxes DNA (WanG 1971).
The other mutation occurs in fis, which encodes the
Fis protein that controls the level of DNA supercoiling
(SCHNEIDER ¢t al. 1999). The mutation in fopA is a
C-to-T substitution, leading to the change of the histi-
dine 33 residue of topoisomerase I into a tyrosine. The
mutation in fis is an A-to-C substitution, which lies four
nucleotides upstream of the ATG translational start
codon.

To analyze precisely the phenotypic effects of these
two mutations, we constructed a set of isogenic strains
by allelic replacements. We moved each mutation alone
and in combination into the ancestral chromosome,
replacing the corresponding ancestral allele. We also
replaced the evolved alleles with their ancestral counter-
parts in some evolved clones. These isogenic strains, with
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FiGure 2.—Changes in DNA supercoiling generated by
evolved topA and fismutations. The changes in o-values relative
to the ancestral level (—0.066) are shown for various strains.
The strain 606 is the ancestral strain; 2K and 20K are clones
isolated from population Ara—1 at 2000 and 20,000 genera-
tions, respectively. All others are isogenic constructs made by
replacing ancestral alleles with evolved alleles (denoted by
superscript ¢) or by replacing an evolved allele with its ances-
tral counterpart (superscript +).

and without the topA and fis mutations, were then used
to examine the effects of the evolved alleles on DNA
supercoiling and on competitive fitness.

Both mutations contribute to altered DNA topology:
The reporter plasmid was introduced into the isogenic
strains, which were grown in LB, their plasmids ex-
tracted, and DNA topology measured as before. As
shown in Figure 2, both the topA and fis mutations, when
introduced separately into the ancestral chromosome,
caused increases in DNA supercoiling. The fopA muta-
tion increased the o-value by ~12%, whereas the fis
mutation increased it by ~5%. When combined in the
ancestral background, the two mutations had an addi-
tive effect, leading to a net increase of 17% relative to
the ancestor. The effect of the topA mutation reproduces
the DNA supercoiling level measured in clones from
generation 2000 in population Ara—1, while the com-
bined effects of the topA and fis mutations match the
supercoiling observed in the 20,000-generation clones
(Figure 2). Thus, the two mutations are sufficient to
explain the observed changes in DNA topology in this
population.

These changes suggest the substitution of the lopA
mutation before 2000 generations and the substitution
of the fis mutation sometime later. Sequencing topA in
a 2000-generation clone confirmed the presence of the
same evolved allele as found at 20,000 generations. Re-
placing the evolved topA allele in the same 2000-genera-
tion clone with the ancestral allele restored supercoiling
to the ancestral level (Figure 2). This result also pre-
cludes the presence at 2000 generations of compensa-
tory mutations in the gyrAB genes, which have been
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F1GUrE 3.—Relative levels of Fis protein. Extracts were pre-
pared from the ancestral strain (606), an isogenic strain with
the evolved fis allele (606 fis‘), and a fisdeleted derivative of
the ancestor (606ﬁsA) after 1 and 1.5 hr of exponential growth
in LB medium. Western blots and immunodetection assays
are shown for an anti-Fis antibody (top) and, as a control, an
anti-RpoA antibody (middle). (Bottom) The ratio of Fis to
RpoAlevels in the same strains, based on three replicate exper-
iments with error bars indicating standard deviations. The
ratio is arbitrarily set to 1 for the ancestral strain after 1 hr
of exponential growth. No Fis protein was detected in the
control strain with the fis gene deleted.

found elsewhere to compensate for certain mutations
in topA (DINARDO et al. 1982; Pruss et al. 1982). The
absence of mutations in gyrAB was confirmed by se-
quencing the entirety of these genes in the 2000-genera-
tion clone. These data also imply a reduction of the DNA-
relaxing activity of topoisomerase I in the evolved clones,
because this protein otherwise reduces supercoiling.

To analyze the effect of the evolved fis mutation, we
performed Western blot experiments and immunode-
tection using an antibody raised against Fis, with an
antibody raised against RpoA serving as a control (Fig-
ure 3). We used three variants of the ancestral strain
that carried the ancestral fis allele, the evolved fis allele,
or a deletion of the fis gene. As expected (MALLIK el al.
2004), the Fis level peaked during exponential growth
in the ancestor (data not shown). The evolved fis allele
had somewhat less than half the ancestral level of Fis
protein, while the fis-deletion strain produced no detect-
able Fis (Figure 3). The level of the control protein did
not differ between these strains.

Beneficial fitness effects of topA and fis mutations and
their dynamics: To evaluate the fitness effects of the
mutations responsible for the altered DNA topology in
the focal population, we performed competitions be-
tween the ancestral strain with the evolved topA allele
only, the evolved fis allele only, both evolved alleles, or
both ancestral alleles, under the same culture condi-
tions that prevailed during the long-term evolution ex-
periment (Figure 4). In each case, the genotype of inter-
est competed against a variant of the ancestor bearing
a neutral marker (arabinose utilization) that allowed
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Ficure 4.—Fitness effects of the evolved

DNA topology-altering mutations in the ances-
tral genetic background. Competition experi-
ments were performed in the same medium

used in the long-term evolution. Error bars are
95% confidence intervals based on 16, 11, 4,
and 6 replicate competition assays for each

genotype (left to right). The strain 606 is the
ancestor; topA°and fis’are alleles that evolved in
focal population Ara—1 and then were moved,

Relative fitness
o

alone or in combination, into the ancestral
chromosome. For comparison, we also show

-

the mean fitness for population Ara—1 at three
time points: 2000 (2K), 10,000 (10K), and
20,000 (20K) generations. The value shown for
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2K is the average of values obtained by LENSKI
et al. (1991) and by LENSKI and TRAVISANO
(1994); the value for 10K is the average of
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the strains to be distinguished. As shown in prior studies
(LENSKI et al. 1991), this marker had no discernible
effect on fitness (H, = 1, i-test, t, = 0.4293, P= 0.6738).
Each evolved allele was beneficial by itself, with fitness
relative to the ancestral allele of 1.133 for the topA muta-
tion (Hy = 1, t-test, ¢, = 10.58, P < 0.0001) and 1.029 for
the fis mutation (H, = 1, ttest, t, = 41.14, P < 0.0001).
Combining the two mutations gave a relative fitness of
1.155, which does not differ significantly from the fitness
predicted by a simple additive model (13.3% + 2.9% =
16.2%). Also, these gains were eliminated when each
evolved allele was replaced again by the ancestral allele
(data notshown), confirming that the gains were caused
by the topA and fis mutations rather than by some hypo-
thetical secondary mutations that might have acciden-
tally occurred during the strain constructions. In addi-
tion, replacing each evolved allele with the corresponding
ancestral allele in evolved clones reduced their fitness
relative to the otherwise isogenic evolved clones, as
would be expected if these mutations were beneficial
(data not shown). Thus, increasing DNA supercoiling
had a beneficial effect during evolution in the experi-
mental culture regime.

To examine in detail the temporal dynamics of the
appearance and substitution of the evolved topA allele
in population Ara—1, we performed PCR/RFLP experi-
ments (see MATERIALS AND METHODS) using a total of
180 evolved clones isolated at generations 500, 1000,
1500, and 2000. The fopA mutation was present in 22/
45 clones at 500 generations and in 19/45 clones at
1000 generations, and it was present in 45/45 clones at
both 1500 and 2000 generations. Thus, it contributed
to the early large gain in fitness, existed as a polymor-
phism for some time (probably indicating clonal inter-
ference from other beneficial mutations: see below),
and then reached fixation. Another beneficial mutation,

values obtained by Lenxskr and TRAVISANO
(1994) and by CoopER and LENsKI (2000); and
the value for 20K is from CooPER and LENSKI
(2000).

in the spoT gene, was recently shown to have arisen
somewhat later in the same population (COOPER el al.
2003).

We performed similar analyses for the evolved fis al-
lele. This allele was not found in any of 50 clones isolated
at 2000 generations, but was present in 15/37 clones
at 10,000 generations. Therefore, the evolved fis allele
contributed to the later, slower increase in fitness. The
dynamics of the evolved topA and fis alleles match the
observed changes in supercoiling (Figures 1 and 2).
The topA allele was substituted by 2000 generations, and
it induced the ~12% change seen at that time in the
Ara—1 population. The fis mutation, absent at 2000
generations and substituted later, induces an additional
~5% change, leading to the ~17% net change in su-
percoiling seen at 20,000 generations.

Clonal interference and DNA topology as a key target
of selection: Given the large fitness benefit of the topA
mutation and its presence in about half the clones at
500 generations, one might have expected its complete
fixation by 1000 generations. On the basis of its fitness
advantage of >10% (Figure 4), the topA mutation, if
unimpeded, would require <500 generations to reach
100% frequency (LENSKI et al. 1991). However, competi-
tion between subpopulations carrying different benefi-
cial mutations—known as “clonal interference”—can
prolong the time required for substitution (GERRISH
and LENsk1 1998). To examine this possibility, we sought
to determine whether other clones present at the same
time had similar fitness but lacked the evolved topA
allele. Recall that the focal population at generation
1000 had two subpopulations: one had the evolved topA
allele, and the other retained the ancestral allele. We
isolated two clones of each class from this sample; none
of them had the previously characterized spoT mutation
(COOPER et al. 2003), another beneficial mutation that
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arose somewhat later in the same population. We then
measured fitness and DNA supercoiling for these four
clones. Competitions between each clone and the ances-
tor were performed with sixfold replication and gave
similar fitness values for all four clones with no signifi-
cant variation among them (one-way ANOVA, F,, =
1.956, P= 0.1531). The finding that co-occurring clones
that retained the ancestral topA allele had similar fitness
to those bearing the evolved allele supports the hypothe-
sis that clonal interference impeded the substitution of
the evolved allele. Moreover, and surprisingly, all four
clones had approximately the same 12% increase in
supercoiling compared with the ancestor. In other words,
even clones from generation 1000 without the evolved
topA allele had an altered DNA-topology phenotype simi-
lar to those carrying that allele. Therefore, the subpopula-
tion that retained the ancestral topA allele acquired some
other topology-altering and fitness-enhancing mutation,
although the identity of this mutation is not known at
present. By showing that similar beneficial mutations
arose in parallel even within the same population (as
well as across many replicate populations), these data
further demonstrate that DNA topology was a key target
of selection in the environment of the evolution experi-
ment.

DISCUSSION

We describe the discovery of a new class of fitness-
enhancing mutations that were substituted in evolving
populations of E. coli during 20,000 generations in a
culture environment in which cells experienced daily
fluctuations between glucose abundance and depletion
(LENSKI et al. 1991; LENskT and Travisano 1994; Coo-
PER and LENsKI 2000; LENskr 2004). Of 12 independent
populations, 10 underwent changes in DNA topology
such that the level of supercoiling was higher (more
negative) than thatin the ancestor. We closely examined
one focal population that showed a two-step increase
in the level of DNA supercoiling. Two mutations were
found in candidate genes known to affect DNA topol-
ogy, topA and fis. The two mutations were moved, alone
and in combination, into the chromosome of the ances-
tor. We measured supercoiling levels as well as relative
fitness in these isogenic strains and found that both
mutations were beneficial and that they contributed
additively to the increased DNA supercoiling (Figures
2 and 4). By using numerous clones sampled from the
focal population at various time points, we showed that
the topA mutation was substituted prior to the fis muta-
tion, as was likely given its larger fitness effect (Figure
4). We also found that the substitution of the evolved
topA allele was impeded by competition with other
clones that evidently had acquired other beneficial mu-
tations that similarly affected DNA topology. The paral-
lel phenotypic changes across the replicate populations

as well as the spread of multiple mutations affecting
DNA topology within at least the focal population dem-
onstrate that the level of DNA supercoiling was an im-
portant target of selection during the evolution experi-
ment.

The changes in DNA topology were assessed by mea-
suring the distribution of topoisomers of a reporter
plasmid. This method is widely used to compare super-
helical density between different strains or under differ-
ent environmental conditions. ZECHIEDRICH et al. (2000)
compared the effect of inhibiting topoisomerase I and
topoisomerase IV on the superhelical level of a reporter
plasmid and on the “effective” supercoiling level in the
cell. The latter was estimated by the level of site-specific
recombination by the bacteriophage \ integrase (BOLES
et al. 1990). Loss of the activity of both topoisomerases
led to DNA topology changes of the reporter plasmid
that reflected the supercoiling changes in the cell
(ZecHiEDRICH ef al. 2000). In another study, changes
in negative supercoiling of the E. coli chromosome in
two cell-cycle mutants, mukB and segA, were investigated
by direct measurement of the superhelicity of mem-
brane-free nucleoids using titration of the intercalating
agent ethidium bromide (WEITAO ef al. 2000). The two
mutants have opposing effects on the chromosome to-
pology. Measurements of superhelicity for a reporter
plasmid and for the chromosome using ethidium bro-
mide titration showed the same qualitative effects of the
mutations, with the magnitude of the effects measured
for the chromosome somewhat greater than that mea-
sured with the plasmid (WErtao et al. 2000). These results
therefore strongly support the interpretation that the
DNA topology changes detected using a reporter plas-
mid qualitatively reflect what is happening in vivo for
the chromosome.

Beneficial mutations play a central role in evolution,
but they are only a tiny fraction of all mutations (FISHER
1930; Kimura 1983) and are therefore difficult to iden-
tify and investigate. Evolution experiments with bacteria
and other microorganisms offer the opportunity to study
the adaptive process in the laboratory (ELENA and LEN-
sk12003). Even so, sequencing dozens of 500-bp regions
chosen at random after 20,000 generations in the long-
term evolution experiment with F. coli revealed almost
no mutations (LENSKI ef al. 2003). By contrast, parallel
phenotypic changes in the replicate evolving population
clones led to the discovery of two loci (rbs and spoT’) in
which beneficial mutations occurred in most or all of
the populations (COOPER et al. 2001a, 2003). Here, we
discovered parallel changes in DNA topology, and we
used this information to identify two loci, ftopA and fis,
thatacquired beneficial mutations in a focal population.

The topA mutation replaced the histidine at position
33, which is a conserved polar residue (CHEN and WANG
1998), with a tyrosine. Although it was previously shown
that an H33A mutant topoisomerase I is unaffected in
its relaxation catalytic activity (CHEN and WANG 1998),
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our data indicate that the H33Y mutant protein causes
an increase in DNA supercoiling, probably reflecting a
conformational change. Moreover, the H33 residue lies
in domain I in the structure of the 67K N-terminal
fragment of topoisomerase I (Lima et al. 1994) and,
together with other conserved residues, it surrounds
the core of residues that cluster around the active-site
tyrosine. Domain I resembles a nucleotide-binding do-
main and may interact with one end of the cut DNA
(LMA et al. 1994). Our H33Y mutant probably retains
some activity because complete inactivation of topA is
lethal unless compensatory mutations in the gyrABgenes
decrease supercoiling (DINARDO et al. 1982; Pruss et
al. 1982), and we found no such compensatory muta-
tions. The fis mutation lies 4 bases upstream of the ATG
translational start codon, and it reduced the level of Fis
protein (Figure 3). Fis represses transcription of gyrAB
and reduces the activity of DNA gyrase (SCHNEIDER el al.
1999), which may explain the increased level of supercoil-
ing caused by the evolved fis allele. We have also found
mutations in fopA, fis, or both in some other evolved popu-
lations in addition to the focal population (D. SCHNEI-
DER, C. L. WINKWORTH, E. CROZAT, H. GEISELMANN, M. A.
RiLEY and R. E. LENSKI, unpublished data). A full survey
and characterization of the mutations substituted at
these loci in all 12 populations is now in progress, and
the identity of these other mutations may provide fur-
ther insight into the molecular basis of the adaptive
changes at these loci.

Why does an increase of DNA supercoiling enhance
fitness of the bacteria? The exact nature of the physio-
logical link may be difficult to decipher, because
changes in DNA topology simultaneously influence the
expression of many genes (JovaNOvVICH and LEBOWITZ
1987; Pruss and DrLIcA 1989; STECK et al. 1993; GMUEN-
DER ¢t al. 2001). One interesting possibility is that tran-
scription initiation from the promoters synthesizing sta-
ble RNAs is highly dependent on the level of DNA
supercoiling (O0STRA et al. 1981; FREE and DORMAN
1994; FiGuErROA-BossI et al. 1998). An increase in su-
percoiling would facilitate transcription of the rRNA
operons. A higher rate of rRNA synthesis could be ad-
vantageous because the evolved lines have substantially
higher exponential growth rates than does the ancestor
(Vast et al. 1994; CooPER et al. 2001b). Cells growing
faster may need more rRNA than cells growing slowly,
and the ratio of RNA to DNA appears to have increased
in the evolved lines (LENSKI et al. 1998). A seemingly
contradictory result to that hypothesis is the observed
decline in the level of Fis, which activates rRNA tran-
scription (Ross et al. 1990). However, the loss of fis in
vivo has no obvious effect on transcriptional activity of
rRNA operons, owing to a compensatory mechanism
(Ross et al. 1990), which has been suggested to involve
an increase in the superhelical density of the DNA after
fis mutation (AUNER et al. 2003).

In addition to topA and fis mutations that were substi-

tuted in the focal population, another mutation that
increased DNA supercoiling also reached high fre-
quency but was eventually lost. This mutation was discov-
ered by examining the time course of the spread of the
topA mutation, which became “stuck” at a frequency of
~50% from 500 to 1000 generations, despite its large
selective advantage measured in direct competition be-
tween isogenic strains. This dynamic suggested clonal
interference (GERRISH and LENsk1 1998), which was
confirmed by finding that co-occurring clones from gen-
eration 1000 thatlacked the evolved topA allele nonethe-
less had similarly high fitness. Moreover, these co-occurr-
ing clones had increased DNA supercoiling, indicating
that they, too, carried a mutation affecting some topol-
ogy-related gene. The identity of that other mutation
is not known, and it was presumably eventually out-
competed as additional beneficial mutations arose in
the subpopulation carrying the beneficial evolved topA
allele. All these results show that DNA supercoiling was
averyimportant aspect of fitness in the focal population,
providing one of the earliest and largest adaptive
changes.

The identification of fopA and fis mutations gives a
total of four confirmed beneficial mutations that were
substituted in the focal population Ara—1, with the oth-
ers being a deletion of the rbs operon (COOPER et al.
2001a) and a point mutation in spoT (COOPER el al.
2003). Assuming that the measured fitness effects of
these four mutations were additive, they would collec-
tively increase fitness by ~28%, which is still well below
the overall improvement of ~67% measured after 20,000
generations (Figure 4; CooPER and Lenskr 2000). Evi-
dently, some beneficial mutations remain to be discov-
ered, which is consistent with the estimate that each
evolved population would have substituted between 10
and 20 beneficial mutations (LENskI 2004). The even-
tual identification of all the beneficial mutations will
allow the reconstruction of the entire adaptive evolu-
tionary history of this focal population by successively
introducing the various beneficial mutations into the
ancestral background.
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RESULTATS

PARTIE Il

EVOLUTION BACTERIENNE ET
SUPERHELICITE DE L’ADN :
DEGRE EXCEPTIONNEL DE
PARALLELISME GENETIQUE ET
PHENOTYPIQUE



Cette partie s’inscrit dans la continuité des travaux décrits dans l'article précédent et fait
I'objet de la publication ci-jointe intitulée « Bacterial Evolution by Exceptional Levels of
Parallel Genetic Changes in DNA Superhelicity » (E. Crozat, C. Winkworth, P. Fisher Hallin,

M.A. Riley, R.E. Lenski and D. Schneider, a soumettre a la revue PLoS Biology).

Dans la premiere partie des résultats (Crozat et al., 2005), nous avons démontré une
augmentation paralléle de la superhélicité négative de ’ADN dans 10 des 12 populations, cette
augmentation intervenant des 2000 générations pour la majorité des populations. Au sein de la
population modele Ara-1, la découverte et l'étude de mutations responsables de ces
changements de superhélicité nous ont permis de suggérer que ces modifications étaient liées
a une sélection positive au cours de I'évolution. Dans cette seconde partie des résultats, nous
nous sommes intéressés aux changements génétiques liés aux modifications de superhélicité de
I'ADN dans les 11 autres populations, afin de répondre aux questions suivantes: le
parallélisme phénotypique observé au niveau de la superhélicité de 'ADN s’explique-t-il par
un parallélisme génétique ? Ou sont localisées les mutations responsables de 'augmentation de
superhélicité ? Quels sont leurs effets ? Les mémes geénes sont-ils touchés par des mutations
dans la majorité des populations ? Si oui, trouve-t-on les mémes mutations plusieurs fois de
facon indépendante ?

Au moins deux hypotheses peuvent étre envisagées a priori. A un extréme, il se peut que
seul un accroissement de superhélicité de I’ADN soit important pour ’adaptation des bactéries
a leur environnement. Dans ce cas, les différentes populations peuvent présenter des
mutations dans tous types de génes impliqués dans la superhélicité, pourvu qu’elles conduisent
a une augmentation de superhélicité. A 'autre extréme, 'augmentation de fitness pourrait étre
liée a des fonctions particuliéres d'un petit nombre de génes impliqués dans le contrdle de la
superhélicité. Dans ce cas, seuls certains genes de contrdle de la topologie seront les cibles de
la sélection naturelle. Ainsi, la mise en évidence du degré de parallélisme génétique a la base
des changements de superhélicité de 'ADN pourrait nous éclairer sur les mécanismes mis en
jeu.

Pour répondre a ces questions, nous avons séquencé 9 loci (17 génes) connus pour étre
impliqués dans la régulation de la topologie de 'ADN. Ces loci comprennent des génes codant

les topoisomérases (gyrA, gyrB, parC, parE, topA, topB) et des protéines de type histone (dps,
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fis, hns). Dans les cas ou les genes se situent dans des opérons (fis, parC, parE et topB), la
totalité de ceux-ci ont été séquencés, ce qui donne un total de 17 génes et 23 102pb. Chacun
de ces loci a été séquencé dans un clone évolué isolé a 20 000 générations de chacune des 12
populations. Un total de 27 mutations a été mis en évidence (Tableau 1 du manuscrit joint).

Ces différentes séquences ont été comparées a celles réalisées pour 36 génes choisis au
hasard (pour un total de 18 374pb) dans des clones évolués isolés a 20 000 générations dans
chacune des 12 populations (Woods et al., 2006). Cette derniere étude n’a permis d’isoler que
6 mutations au sein de ces 36 génes, toutes apparues dans des genes différents et dans les
populations devenues mutatrices au cours de I'évolution. (Il est important de rappeler ici que 4
populations sur 12 présentent, bien avant 20 000 générations, un taux de mutation 100 fois
supérieur a celui de l'ancétre, suite a des mutations dans les geénes de réparation des
mésappariements). Quatre tests statistiques ont été utilisés pour comparer ces deux catégories
de genes (liés a la topologie de 'ADN ou choisis au hasard).

Un degré exceptionnel de parallélisme génétique a été mis en évidence, avec seulement
3 geénes (topA, fis et dusB) soumis a sélection positive au cours de I'évolution. Malgré ce
parallélisme génétique, les mutations identifiées dans chacun des 3 génes dans les différentes
populations sont différentes les unes des autres. L’analyse moléculaire des différents alleles
évolués du gene fis (modifié aux niveaux transcriptionnel, traductionnel et de la séquence
codante) nous a permis de montrer que ces mutations divergentes conduisaient cependant a
des effets moléculaires similaires : une diminution de la quantité ou de 'activité de la protéine
Fis. Cette seconde partie des résultats nous a permis également d’identifier de nouvelles
mutations bénéfiques, encore inconnues dans ces populations et affectant le géne dusB. De
plus, nos résultats suggérent des fonctions communes entre fis et dusB. Enfin, l'effet du
contexte génétique sur l'accroissement de superhélicité de 'ADN a été étudié. Tous ces
résultats sont présentés en anglais sous la forme de l'article suivant.

Cette étude a été complétée par l'analyse de l'effet de 'environnement sur le fitness
conféré par les mutations isolées au sein de la population Ara-1 affectant le niveau de
superhélicité de 'ADN. En effet, 'adaptation prolongée au milieu de I'évolution est associée a
une augmentation de la superhélicité de I’ADN, mais celle-ci pourrait avoir des effets
pleiotropes dans d’autres milieux. Nous avons donc réalisé des compétitions entre chacune des

souches décrites précédemment (Crozat et al., 2005), 606741, souche isogénique a I'ancétre
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sauf pour la mutation topA de la population Ara-1, 60671, isogénique a I'ancétre sauf pour la
mutation fis de la population Ara-1, et la souche ancétre de départ. Les résultats des
expériences de compétitions sont résumés dans la Figure 28. Les compétitions sont réalisées
dans les mémes conditions que celles décrites dans la Partie I des résultats. Seul
Penvironnement, c'est-a-dire le milieu de culture ou la température d’incubation, est différent.
Les effets initialement mesurés par des expériences de compétitions dans le milieu DM25 de
I'évolution expérimentale sont une augmentation du fitness de 13% pour la souche 606,41
par rapport a 'ancétre et de 3% pour la souche 606%!. Dans tous les cas et dans tous les
milieux testés, le marqueur arabinose a été vérifié comme étant neutre par compétition de
Pancétre Ara+ (REL607) contre 'ancétre Ara- (REL606).

En milieu riche (LB) et a 37°C, les deux mutations fis et topA apportent chacune un bénéfice
considérable de 65 a 70% par rapport a I'ancétre. Cette augmentation de fitness est visible
aprés seulement 24h de compétition. Pour donner un ordre de grandeur, rappelons que les
clones évolués des 12 populations ont en moyenne un fitness accru de 70% aprés 20 000
générations d’évolution et qu’ils posseédent plusieurs dizaines de mutations bénéfiques. Quand
le milieu LB est dilué 2 fois, les valeurs de fitness sont toujours élevées: +22% pour la
mutation topA et +6,5% pour la mutation fis. Ces valeurs sont intermédiaires entre celles
mesurées en DM25 et en LB. Un lien potentiel entre taux de croissance et bénéfice apporté par
ces deux mutations pourrait exister.

Nous avons également testé I'effet des mutations dans un milieu contenant une autre
source de carbone. Des compétitions ont été réalisées dans les mémes conditions que
I'évolution (milieu minimum DM?25, 37°C) mais le glucose a été remplacé par du maltose.
Encore une fois, les deux mutations conferent une augmentation de fitness de 6% pour la
mutation topA et 2% pour la mutation £s.

Enfin, une sensibilité au froid ayant été observée dans des mutants AzopA (Stupina et
Wang, 2005), nous avons testé l'effet d'une baisse de température sur le fitness de la souche
606,41, A 30°C, cette mutation s’est également révélée bénéfique en augmentant le fitness de
12%, ce qui est similaire a I'effet observé sur le fitness a 37°C. Ceci confirme I'effet modéré de

la mutation sur I'activité de la topoisomérase I, celle-ci étant diminuée, mais pas supprimée.
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Summary

DNA supercoiling, the master bacterial function interconnecting chromosome
structuration and global gene transcription, was recently shown to be under positive selection
during evolution of 12 initially identical populations of Escherichia coli that have been
propagated in a defined environment (alterning between growth phase and starvation
conditions) for 20,000 generations. Parallel increases in DNA supercoiling were observed in
10 of the 12 populations and fitness-enhancing mutations have been found in one studied
population in the topA and fis genes, encoding respectively topoisomerase I and one of the
major histone-like proteins. As a first step in deciphering the molecular bases of DNA
supercoiling as the target of natural selection, we quantified the level of phenotypic,
molecular and genetic parallelism of DNA supercoiling in all 12 evolving populations. Such
quantitation of evolution repeatability is inherently difficult due to two major hints, which can
be circumvented by experimental evolution strategies, i.e. subtle differences in both
environmental conditions and founding genotypes. By sequencing 9 DNA topology-related
loci (17 genes in total) in all 12 populations, we found an exceptional level of genetic
parallelism, with mutations in only 3 genes (topA, fis or dusB) found to be under positive
selection. The other topology-related genes behave no differently from a set of 36 randomly
sequenced genes. Evolved alleles discovered in a single gene were highly divergent in
different populations, and this allelic divergence was further analyzed in the case of fis.
Molecular analyses of four different mutations affecting the transcription, translation and
protein activity of Fis revealed an exceptional level of parallelism, leading to highly similar
outcomes : a decrease either in the amount or in the activity of Fis. Moreover, artificially
increasing DNA supercoiling in one of the two populations in which no DNA topology
changes was initially observed led to a strong fitness increase, indicating the absence of
historical contingency. Exceptional genetic parallelism therefore indicates that changes in
DNA superhelicity drove the evolution of these bacterial populations. Divergent mutations at
similar topology-related genes led to exceptional parallel molecular outcomes, finally
explaining phenotypic adaptation. Exceptional level of molecular and genetic parallelism,
targeting a small subset of genes even inside a cellular function like DNA supercoiling, can
give insights into the molecular mechanisms underlying evolutionary processes. As a
molecular bonus, we identified a novel positively-selected gene, dusB. Our statistical analyses
revealed that fis and dusB might have related functions, and this may have some significance

in protein function evolution.



Introduction

DNA superhelicity is one of the most important regulatory networks in bacteria [1],
involved in many vital processes, from chromosome replication and segregation,
transcription, translation, recombination, to responses to environmental conditions. In
particular, it has been suggested that DNA supercoiling can act as both a sensor of external
stimuli and a transmitter to the global expression profile of the cells. Hence, DNA
superhelicity has a dynamic structural organization, transiently modified during all
environmental changes tested so far, like nutritional conditions [2,3], oxidative stress [4],
osmotic stress [5], thermal stress [6], pH stress [7], presence or absence of oxygen [8], or
intracellular growth of pathogens [9]. Upon different stresses, transient alterations of the DNA
superhelicity level generate transient modifications of global transcriptional patterns,
including activation of genes involved in stress survival, leading to phenotypic acclimation of
bacteria to their environment [4,5]. Changes in DNA superhelicity are known to affect
transcription of at least 10% of the Escherichia coli genes [10]. The DNA superhelicity
control of gene transcription involves two levels: one local whereupon it directly and
dynamically alters the physical properties of promoter sequences, for example by influencing
the opening of DNA duplex [11], and one global. Hence, the bacterial chromosome is
organized first into fluid topological domains of 10kb on average [12,13], and second into
large macrodomains of several hundreds of kilobase pairs [14] which may lead to expression
coupling of spatially separated genes involved in phenotypic responses to particular stresses.
These different levels of chromosomal organization correlate with the existence of spatial
patterns of transcription in the E. coli genome [15], which can be altered by modulation of the
DNA superhelicity level. Structural organization of the chromosome, DNA superhelicity and
global transcription patterns are therefore highly interconnected processes allowing cells to
cope with fluctuating environmental conditions.

The DNA superhelicity level is precisely adjusted by the combined activities of
topoisomerases [16] and histone-like proteins [17]. Topoisomerases are enzymes that
introduce or remove supercoils by cutting, transferring and religating DNA strands. In E. coli,
three major topoisomerases maintain the appropriate level of DNA supercoiling :
topoisomerases I, encoded by topA [18] and IV, encoded by parC and parE [19] relax DNA,
whereas DNA gyrase, encoded by gyrA and gyrB is the only known topoisomerase able to

introduce negative supercoils into the bacterial chromosome [20]. Binding of histone-like



proteins leads to both local effects on DNA superhelicity like bending, bridging, looping out
of DNA or constraining negative supercoils [21], and global effects constituting diffusion
barriers for the formation of topological domains [22]. Most histone-like proteins have also
been shown to be global regulators of gene transcription in bacteria, like Fis [23], H-NS
[24,25], HU [26] or IHF [27]. They are expressed at various levels during the bacterial cell
cycle, generating yet another level of highly dynamic interplay between environmental
signals, DNA superhelicity and global transcription profiles.

Of primary importance among these histone-like proteins connecting DNA superhelicity
and global transcription to environmental signals is the Fis protein [28]. After binding DNA,
Fis leads to the extrusion of DNA loops [29]. This constitutes the common mechanism by
which Fis can regulate gene expression by local binding to high-affinity sites [28], organize
the chromosome at the global level into topological domains by binding non-specifically to
DNA [22], or facilitate site-specific recombination events catalysed by serine invertase and
tyrosine integrase recombinases [30]. Several lines of evidence suggest that Fis plays a crucial
role in the adaptation of bacteria to the nutritional state of the environment by sensing nutrient
upshifts and deficiencies, modifying DNA superhelicity at both local and global levels,
thereby adjusting global gene expression profiles to provide bacteria with the appropriate
phenotypic response: i) Fis exerts a homeostatic control on DNA superhelicity, allowing a
physiologically relevant supercoiling level in vivo. Fis represses transcription of gyrA and
gyrB [31] and in turn, fis transcription is strongly dependent on the level of DNA supercoiling
[32]; i1) Nutrient upshifts lead to high negative superhelicity, which triggers high Fis levels
(50,000 molecules per cell) [33], which in turn activates transcription of ribosomal RNA
operons and other genes necessary to cell growth. Transition to stationary phase is
accompanied by DNA relaxation, leading to a dramatic decrease in Fis levels (100 molecules
per cell), as well as in transcription of rRNA operons. This favours transcription of genes by
the ¢° sigma factor of RNA polymerase, specific to the stationary phase [34—36]. Besides
being a sensor of the nutritional state of the environment, Fis also helps bacterial cells to cope
with certain stresses, in particular oxidative stress, again through its ability of adjusting the
DNA superhelicity level [4]; iii) After binding to numerous sites on the chromosome, Fis acts
as a global regulator of gene transcription [23,37], regulating ribosomal RNA operons [38],
genes involved in cellular metabolism [39], and virulence genes necessary to intracellular
bacterial growth [9].

The last two decades have witnessed the development of experimental evolution

strategies, which consist in propagating living organisms for hundreds or thousands of



generations in a defined environment [40], representing a powerful tool to study the dynamics
and genetic bases of adaptation. Using the longest-running evolution experiment, we recently
further extended the crucial role of DNA supercoiling in cellular life by showing that it can be
involved in evolutionary processes [41]. Hence, DNA supercoiling was shown to be one of the
major targets of natural selection. In particular, we demonstrated that both a topoisomerase
and a histone-like protein could be directly involved in adaptive evolution. In this long-term
evolution experiment, Lenski and colleagues have propagated 12 populations of E. coli by
serial daily transfers for more than 40,000 generations at 37°C in a minimal medium
supplemented with limiting amounts of glucose [42—44]. Six of the 12 populations, called
Ara-1 to Ara-6, were founded from an E. coli B ancestor clone unable to use arabinose as a
carbon source (Ara-) [45], while the 6 others (Ara+1 to Ara+6) were founded from an Ara+
revertant of the ancestor clone. The arabinose utilization phenotype was used as an internal
neutral marker in competition experiments to assess the fitness of evolved clones compared to
the ancestor [46]. All replicate populations achieved parallel gains in competitive fitness,
indicative of substantial adaptation. The fitness increase reaches about 70% in all 12
populations after 20,000 generations of evolution [43]. Interestingly, four populations evolved
defects in their DNA repair pathways, leading to a hypermutable phenotype [47,48]. During
40,000 generations, evolution is characterized by a strong level of phenotypic parallelism.
Hence, several phenotypic traits in addition to fitness evolved in parallel in most populations,
including cell size [49], growth parameters [50], catabolic functions [43,51], global gene
expression [51,52] and DNA topology [41]. Various genetic studies, specifically aimed to
understand these parallel phenotypic changes, revealed that the same genes were reproducibly
altered by mutations in most populations : rbs, the ribose utilization operon [53]; spoT, one of
the genes involved in (p)ppGpp metabolism during the stringent response [51,52] and malT,
encoding the transcriptional activator of the maltose utilization operon [51]. These genetic
changes were demonstrated to be beneficial under the environmental conditions of the
evolution experiment. We investigated the observed parallel changes in DNA supercoiling
levels only in one model population, where two successive increases in DNA superhelicity
were detected [41]. We found two mutations, one in topA, which encodes topoisomerase I,
and one in fis, encoding the histone-like protein. By genetically manipulating these mutations,
we could demonstrate that both were beneficial in these conditions. However, and this
constitutes one of the objectives of this manuscript, this study was not extended in the other
11 populations to analyse the level of genetic parallelism linked to these parallel increases of

DNA supercoiling.



An independent strategy, unlinked to parallel phenotypic changes, but using IS elements
as genomic markers [54], revealed 4 insertion mutations in one of the 12 populations [55].
These mutations affect nadR involved in NAD metabolism, pykF encoding pyruvate kinase I,
pbpA-rodA involved in cell wall biosynthesis and hokB-sokB encoding a plasmid maintenance
module [55,56]. Sequencing these 4 loci in all 12 populations revealed mutations in most
populations [56]. Statistical tests were used to compare these results to a set of 36 randomly
chosen genes that were sequenced in evolved clones isolated at 20,000 generations from all
12 populations. Almost no mutations were detected [57]. These statistical tests of the pattern
of molecular evolution all indicate that the parallel genetic changes in the 4 loci were driven
through adaptation by natural selection [56], although no experimental proof confirmed these
conclusions.

Phenotypic and genetic parallelism occurring in several lineages is a hallmark of this
evolution experiment. In the conditions prevailing in this experiment, all possible genetic
changes are potentially possible, given the predicted mutation rate (about 2.10™°
mutations/bp/generation), the genome and population sizes and the number of generations
[44,57]. Therefore, parallel evolution provides strong evidence of adaptation by natural
selection for the parallel evolved traits. Parallel evolution, both at the phenotypic and genetic
levels, is widespread in nature. Similar phenotypes evolved repeatedly when independent
populations colonize similar environments, including the morphology of lizards and fishes
[58,59], the wing length in Drosophila [60]. Parallel genomic changes have been described for
viral and bacterial pathogens [61,62]. Linkage between environmental parameters and
evolution of organismal phenotypes unlikely arises by random genetic drift and strongly
involves natural selection. Despite numerous cases of parallel evolution, the only way to
precisely quantify parallelism and the level it can reach during evolutionary processes is to
measure phenotypic repeatability in independent populations during experimental evolution
strategies where the common ancestor is available to experimental and statistical tests. This
would however be crucial to understand the underlying molecular bases of adaptation and to
use evolutionary biology as a predicting tool. The DNA supercoiling target of natural
selection constitutes an ideal candidate to analyse in deep details the level of parallelism of
evolutionary processes, since more than 20 genes (encoding topoisomerases, histone-like

proteins and gene expression regulators) are involved in its regulation in E. coli.

Here, we sought to gain further insights into both the level of parallelism characterizing

evolutionary processes and the underlying molecular and ecological mechanisms by analyzing



the relationships between DNA supercoiling and adaptation by natural selection. We raised
three different types of questions. We first asked whether the observed parallel changes in
DNA supercoiling were due to an underlying genetic parallelism, by sequencing 9 topology-
related loci (including topA and fis) in both the ancestral and evolved clones isolated from all
12 populations. On one extreme, mutations in various genes involved in DNA superhelicity
control could explain the observed parallel phenotypic increases in DNA supercoiling. On the
other extreme, only a small number of genes may be repeatedly targets of natural selection in
the 12 independently evolving populations. Second, as we detected genetic parallelism at the
level of the gene, but genetic divergence at the level of mutation alleles, we asked how this is
related to the level of molecular gene regulation. Third, only few of the 12 populations did not
show any increase in the DNA superhelicity level [41]. We asked whether the absence of
changes was linked to any molecular explanation or was simply due to the random processes
of mutation fixation within the evolving populations. Our results revealed an exceptional high
level of genetic and molecular parallelism. During the course of our work, we also discovered

a new beneficial mutation.

Results

Evolutionary Trajectories of Topology-Related Genes

We sequenced 9 loci known to be involved in DNA supercoiling regulation in E. coli, 6
encoding all topoisomerases and 3 encoding major histone-like proteins, in an evolved clone
isolated at 20,000 generations from each of the 12 populations and in both REL606 and
RELG607 ancestor clones. In 4 cases, the genes are located within operon structures that were
entirely sequenced, leading to a total of 17 sequenced genes (Table 1). Both ancestor clones
revealed identical sequences for all 17 genes. Compared to both ancestor clones, we detected
a total of 27 mutations distributed in the 12 populations.

To evaluate whether any of the candidate genes involved in DNA topology, or any other
genes in the same operons, were targets of selection during the evolution experiment, we
applied four statistical tests [56]. The first one compares the overall rate of substitution in
these genes versus 36 gene regions, chosen at random, that were previously sequenced [57].
For the topology-related genes, we sequenced 23,102 bp, while 18,374 bp were sequenced for
the random genes. Table 2 shows that 11 of the 12 populations had higher rates of change in



the topology-related than in the random genes. This difference is highly significant (sign test,
p = 0.0032) in the direction predicted if one or more of the topology-related genes are
undergoing accelerated selection, consistent with being genetic targets of selection. The
difference is significant even if we exclude population Ara-1 (p = 0.0059), where we knew
from our previous research that it substituted beneficial mutations in both topA and fis [41].

Of the 27 mutations we found in the topology-related genes, 11 (40.7%) were in tOpA,
fis, or their regulatory regions, although together they constituted only 3,634 bp (15.7%).
Another gene, dusB, had 5 mutations (18.5%) in only 966 bp of coding sequence (4.2%). The
dusB gene encodes one of three dihydrouridine synthases in E. coli [63]. Dihydrouridine is the
most abundant modified base found at conserved positions in the D-loop of tRNA in
prokaryotes and eukaryotes, but its physiological role is unknown [63]. The other 11
mutations (40.7%) were dispersed across 10 different genes that comprised 80.1% of the
sequencing effort, including two in ydjA and one each in topB, parC, dps, selD, yqiB, yqiA,
hns, gyrB, and gyrA. Based on these data, we conclude that mutations in dusB, as well as
those in topA and fis, give evidence of positive selection based on this first test.

Moreover, the important fact that dusB mutations were in five populations (Ara-6,
Ara+3, Ara+4, Ara+5, and Ara+6) that evolved changes in DNA supercoiling, while lacking
any mutations in topA or fis, suggests that these mutations were involved with changes in
DNA topology. We therefore focus the further statistical tests on topA, fis, and dusB.

The second test compares the pattern of synonymous and non-synonymous substitutions
in the randomly chosen genes and this refined set of three topology-related genes. Table 3
shows that the random genes had equal number of synonymous and non-synonymous
mutations, while non-synonymous mutations (including insertions and point mutations in
coding regions) largely predominated in the topology-related genes. This difference is again
in the direction expected if these topology-related genes are under selection for changes in
their encoded proteins, although the difference is only marginally significant (Fisher’s exact
test, p = 0.0833).

The third test compares the distribution of point mutations between the four evolved
populations that became mutators, owing to evolved defects in DNA repair, and the eight
other populations that retained the much lower ancestral mutation rate. Table 4 shows that
mutations in the topology genes were more common in the non-mutator populations than in
the mutators (about equally common per population). By contrast, all the mutations in the
randomly chosen genes were found in the four mutator populations. This difference is in the

expected direction under the hypothesis that both mutator and non-mutator populations



accumulate mutations in target genes, whereas mutators differentially accumulate mutations
in other loci not under positive selection to change (Fisher’s exact test, p = 0.0054).
Interestingly, and consistent with our earlier separation of topA, fis, and dusB from the other
genes in topology-related loci, all 10 point mutations discovered in those other genes were in
the 4 mutator lines (I mutation in these other genes was in a non-mutator population but
corresponded to an IS1 insertion within dps). This distributional difference between topA, fis,
and dusB and the other mutations in the topology-related genes is also highly significant
(Fisher’s exact test, p = 0.0005). The other topology-related genes therefore behave as the set
of random genes.

The fourth, and final, sequence-based test evaluates the distribution of mutations across
the 12 independently evolved populations. If the mutations accumulated randomly by genetic
drift, and if populations had the same mutation rate, then we would expect a Poisson
distribution. Given the variation in mutation rates associated with the losses of DNA repair in
four populations, one would expect a highly clustered distribution under the drift hypothesis.
By contrast, if selection drives the sequence evolution, and if the different mutations at a
given locus, or set of loci, produce the same phenotypic benefit (such that multiple mutations
produce diminishing returns), then one would expect a more uniform distribution of mutations
across the replicate lines. In the next section, we explicitly test and confirm the supposition
that different mutations in the fis gene produce very similar phenotypic effects. Two of the
candidate genes, fis and dusB, show maximally uniform distributions, each harboring single
mutations in five different populations, although the number of mutations for either gene
alone is too small for statistical significance. It is very interesting, however, that if we
combine these two genes, which together comprise the full extent of an operon [64], we see
that 10 populations each have exactly one mutation in either fis or dusB. That distribution is
maximally uniform and very significantly different from a random Poisson distribution (p =
0.0039). This outcome is driven not only by the uniform distribution of mutations at each
separate locus but also by a significant negative association between the two loci (Fisher’s
exact test, p = 0.0278). This pattern suggests that future research should examine the

molecular and phenotypic interactions of fis and dusB and their associated gene products.

Phenotypic Effects of fis Mutations

Despite an exceptional level of genetic parallelism, with only three topology-related

genes accumulating positively-selected mutations, the mutated alleles within a single gene in



different populations were divergent. Both experimental tests by competition assays [41] and
statistical analyses of DNA sequences (this work) demonstrated the fitness-enhancing effects
of the mutations in the topology-related genes. In an attempt to further characterize the extent
of parallelism associated with evolutionary processes, we analyzed the phenotypic effects of
divergent mutations in the same gene across populations. We focused on 4 different mutations
targeting the fis gene (Table 1). These mutations were substituted in populations Ara+1, Ara-
1, Ara-3 and Ara-4 and affected different levels of the fis gene regulation: the transcriptional
level since the Ara+1 evolved allele lies in the -35 promoter box, translation initiation since
the Ara-1 evolved allele lies in the RBS, and activity of the protein since the Ara-3 and Ara-4
evolved alleles both affect the coding sequence (Figure 1A). The fis mutation substituted in
population Ara-1 is an A-to-C nucleotide change located in the RBS of fis and was previously
described in [41]. A 3-fold decrease in the Fis amount was detected as a consequence of this
mutated allele. The fis mutation substituted in population Ara+1 affects the 6™ position of the
fis promoter -35 element [65], replacing the T residue at position -31 relative to the +1
transcription start site by a G residue. This 6" position was not included in the molecular
analysis of the fis promoter [65], and the evolved allele did not bring the -35 element closer to
the consensus 5’TTGACA3’ sequence. The fis mutation substituted in population Ara-3
changes the Y51 residue into a serine. The Y51 residue is very-well conserved and is located
at the beginning of the helix B of a Fis monomer, which is involved in the formation of the
active Fis dimers [66,67]. The fis mutation substituted in population Ara-4 leads to a
modification of the C-terminal region of Fis. This allele is a frameshift mutation,
corresponding to the insertion of an A residue at position +275 relative to the translation start
codon. This leads to a change of the C-terminal domain of the protein product. Hence, the last
four YGMN aminoacids are replaced by IRHELIQVS. This part of the protein is involved in
the DNA-binding activity [66,67].

In order to analyse the phenotypic effects of the mutations, we constructed a set of
isogenic strains by allelic replacements in the ancestral genetic background. We had already
constructed the two 606™" and 606*™ strains [41], corresponding to the ancestor strain with
the evolved fis allele of Ara-1 population and an in-frame fis deletion, respectively. Here, we
completed this set of isogenic strains by constructing 606™"" and 606", i.e. the ancestral
strains bearing respectively the Aratl and Ara-3 fis evolved alleles. Despite numerous
attempts, we were unable to introduce the Ara-4 fis allele within the chromosome of the

ancestor, for unknown reasons.
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As a first phenotypic test, we measured the effect of the fis mutations on the amount of
the Fis protein by extraction of soluble proteins from early exponential phase cultures, where
the level of Fis is maximal, and immunodetection with an antibody raised again Fis (Figure
1B). Each evolved allele (except Ara-4) was analyzed in two genetic backgrounds : the
ancestral one using the set of isogenic strains, and the evolved one using an evolved clone
isolated at 20,000 generations from each of the Ara-1, Ara+1, Ara-3 and Ara-4 populations
(the evolved Ara-4 allele was analyzed only in the evolved background). Both genetic
contexts gave similar results for each fis allele. The in-frame fis-deleted strain and an anti-
RpoA (o subunit of RNA polymerase) antibody were used as controls. Consistent with our
previous results [41], the Ara-1 evolved allele resulted in a 3-fold decrease in the Fis level.
The same quantitative decrease of Fis amount was detected for the Ara+1 evolved allele
(Figure 1B). By contrast, no such decrease was detected for the two other Ara-3 and Ara-4
mutations, consistent with their localization in the coding sequence of Fis.

As a second phenotypic test, we determined whether the effect of the Ara+1 allele
occurred at the level of transcription. We constructed single-copy chromosomal lacZ
transcriptional fusions with both ancestral and Arat+l evolved fis promoters, using
bacteriophage A derivatives [68]. Both fusions were introduced into the chromosomal A att site
of the REL606 ancestor clone and we measured the P-galactosidase activities during
exponential phase, transition into stationary phase and stationary phase (Figure 1C). The
ancestral promoter revealed the typical growth rate control of fis transcription, with maximal
transcription during exponential phase followed by a decreased activity when cells shift into
stationary phase. This growth phase-related regulation of fis transcription was maintained for
the evolved promoter, although its activity was reduced by about 3-fold compared to the
ancestral promoter at all growth phases, thereby confirming the protein data (Figure 1B and
O).

As a third phenotypic test, we analyzed the Ara-3 and Ara-4 fis mutations by purifying
both evolved proteins together with the ancestral one and characterizing their DNA binding
activities. As a preliminary experiment, we used an in Vivo genetic approach previously
developed [69]. This in vivo screen addresses the DNA binding activities of various Fis
proteins. It is based upon two compatible plasmids, one expression plasmid containing the
gene encoding fis or a variant under the control of the tac promoter, and one reporter plasmid
carrying the cat reporter gene whose expression is repressed by Fis binding [69]. The cat
gene, encoding chloramphenicol acetyl-transferase and conferring resistance to

chloramphenicol, is under the dependence of modified lac -35 and -10 promoter elements.
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The lac promoter has been modified by introducing just upstream of the -35 box, the UP
element sequences of the rrnBP1 promoter to strongly activate transcription, and just
downstream of the -10 box a strong Fis binding site. Therefore, binding of a Fis protein will
repress cat transcription and decrease the resistance to high levels of chloramphenicol of a
strain carrying both plasmids. Moreover, the level of resistance decrease will be proportional
to the strength of Fis binding. We cloned each of the ancestral, Ara-3 and Ara-4 fis genes in
the expression plasmid under the control of Ptac, introduced each of them together with the
reporter plasmid into the ancestral strain carrying the in-frame fis deletion, and plated all
constructed strains onto two types of LB plates, one containing ampicillin (to select the
presence of the expression plasmid) and 100 pg/mL of chloramphenicol and one containing
ampicillin and 600 pg/mL of chloramphenicol. Percent survival (number of colonies on plates
with high chloramphenicol concentration per number of colonies on plates with low
chloramphenicol concentration) was used as a measure of Fis binding, as described [69].
Survival was about 10-fold higher when the expression plasmid carried either the Ara-3 or the
Ara-4 evolved fis gene (3.5% and 3.4% respectively) compared to the one carrying the
ancestral gene (0.4%), indicating a DNA binding defect for the evolved proteins (data not
shown).

To validate these data, ancestral and evolved Fis proteins were purified as previously
described [70] and we assessed their DNA binding abilities by performing gel mobility shift
assays. Three representative promoter sequences, all known to contain Fis binding sites, were
selected for use as binding targets : the fis promoter [64], the rrnBP1 promoter [71], and the
proP promoters [72] (Figure 2). In the case of the Fis ancestral protein, a shift in
electrophoretic mobility was seen at the lowest concentration (0.2 nM) of Fis used (Figure
2A). Multiple retarded bands were detected typical of the presence of several Fis binding sites
[73]. Maximal retardation was observed at a Fis concentration of 5 nM. Both Fis evolved
proteins revealed much less DNA binding ability, with higher concentrations of protein (2 to
5 nM) needed to observe a shift (Figure 2A). Also, maximal retardation was observed for
concentrations of 30 nM or higher. Specificity of binding was checked by using first a 5 to
1000-fold excess of a cold 30 bp-oligonucleotide containing a consensus Fis binding site,
second the same DNA fragment but with the Fis site mutated, and third an antibody against
Fis in the DNA binding reactions. The first control reversed the binding observed in Figure
2A, while the second had no detectable effect on binding, and the third one generated a strong
supershift (data not shown). To precisely compare the behaviour of the Fis ancestral and

evolved proteins, we quantified the amount of DNA bound by Fis based on the gel mobility
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shift assays. Figure 2B shows a typical quantitation curve and Figure 2C the dissociation
constants of each of the three proteins for each of the three promoters regions. The Kd values
are about 15 times higher for both evolved proteins compared to the ancestral protein, thus
confirming their decreased DNA binding ability. We therefore demonstrated that both
mutations in the fis coding region led to a decreased activity of the protein.

To summarize this section, a strong genetic parallelism was observed during the long-
term evolution, with fis being repeatedly a target of natural selection. This was however
achieved through different mutations, affecting all regulation levels: transcription, translation,
and activity of the protein. Despite this mutational divergence, they all lead to a strong
molecular parallelism yielding a decrease either in the amount or in the activity of Fis in the

evolved cells.

Effect of the Genetic Context on the Evolutionary Trajectory of DNA
Supercoiling

In our previous study [41], we demonstrated parallel phenotypic increases in DNA
supercoiling in most of the 12 independently evolving populations. Here, we showed that an
exceptional level of genetic parallelism underlies these phenotypic changes and both studies
reveal that DNA topology-related genes, in particular topA, fis and dusB are the targets of
natural selection. However, two populations (Ara+1 and Ara+3) did not reveal this phenotypic
pattern after 20,000 generations of evolution, but still shows identical fitness increases. We
therefore asked for the non-mutator population Ara+l1 if the genetic context, i.e. the past
history of that population, may explain the absence of DNA supercoiling changes. To do so,
we introduced the topA evolved allele that was substituted in population Ara-1 [41], and
which strongly increases both fitness (+13%) and DNA superhelicity (from -0.066 to -0.075),
in the genetic context of an evolved clone isolated at 2,000 generations from population
Ara+1, called 1158C, which carries the topA ancestral allele. Hence, no topA mutation was
substituted in that Ara+1 population. The 1158C clone shows only a slight increase in DNA
supercoiling at this evolutionary time (6=-0.069 instead of -0.066 for the ancestor) [41], and
has already undergone a 22%-fitness increase compared to the ancestor (Student test,
p=1.4977.10%). The 1158C and its 1158C"P*! counterpart, carrying the Ara-1 topA allele,
were compared for their levels of DNA supercoiling and fitness. Replacing the topA ancestral

allele by the topA™ evolved allele increased the DNA supercoiling in the 1158C clone, at a
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level equivalent to the one conferred by the topA™ allele in the ancestor clone (Figure 3A).
We also measured the fitness conferred by the topA™ evolved allele in the genetic context of
the Ara+1 population by competing each of the 1158C and 1158C"™*" against the ancestor
REL606 (Figure 3B). The Ara-1 evolved topA allele increased fitness by 13% in the ancestral
background [41] and by 9% in the Ara+1 evolved clone background, and this increase is
significant (Student test, p=0.0191).

In at least one population showing no phenotypic increase in DNA supercoiling during
the evolution experiment, introduction of an evolved allele known to associate a fitness
increase to the modification of the DNA topology generated similar phenotypic changes. The
absence of substitution of supercoiling-related changes in that particular population was
therefore not the result of historical contingency, i.e. the substitution of a previous mutation

either having the same effect as tOpA or antagonizing its effect.

Discussion

In a previous work, we described parallel phenotypic increases in DNA supercoiling in
10 out of the 12 evolved populations [41]. Our model population showing 2 successive steps
of DNA supercoiling increase was further analyzed and we identified two mutations, one in
topA and one in fis, responsible for all the DNA topology changes in this population. Both
mutations were also found to enhance fitness, suggesting DNA supercoiling as a target of
natural selection [41].

Here, we further confirmed the crucial role of DNA supercoiling in evolutionary
processes by extending our genetic and molecular analyses to all 12 evolving populations.
Four lines of evidence demonstrate that an exceptional level of genetic parallelism drives the
phenotypic parallel changes observed in these evolving populations: i) DNA supercoiling-
related genes were the targets of natural selection; ii) by sequencing 9 DNA topology-related
loci (17 genes in total), encoding both topoisomerases and histone-like proteins, we found
evidence that among those genes, only three were under positive selection: topA, fis, and
dusB. Statistical analyses revealed also a putative negative functional link between fis and
dusB. In the course of this work, we therefore discovered new fitness-enhancing mutations,
affecting the dusB gene. Together with other studies [41,51-53], this is a crucial step for a

comprehensive and detailed description of all beneficial mutations. Hence, beneficial
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mutations play central roles in evolution, but they are difficult to identify and investigate
[74,75]; iii) despite this exceptionally high level of genetic parallelism, a high allelic
divergence was observed in the different populations for the same three genes. By analysing
the fis alleles, we however demonstrated that the different mutations, while affecting almost
all regulation levels of fis (transcription, translation, protein activity), generated again an
exceptional level of molecular parallelism by reducing either the amount or the activity of Fis.
This molecular parallelism may therefore explain the parallel increase of DNA supercoiling
associated to enhanced fitness in these evolution conditions; iv) only 2 of the 12 populations
did not show an increase of DNA supercoiling. By introducing the well-described beneficial
topA mutation from our model population [41] into an evolved clone from one of these 2
populations, we could show that the same phenotypic changes were linked to this topA allele
in this different genetic context : increase in DNA supercoiling associated to enhanced fitness.
This further reveals the absence of historical contingency. Therefore, the exceptional level of
phenotypic, genetic and molecular parallelism, through divergent mutational pathways, is a
hallmark of this evolution experiment.

Parallel evolution is usually considered as a strong evidence of adaptation by natural
selection. However, despite many examples of parallel evolution in nature, reproducibility of
evolutionary processes, i.e. the percentage of parallel outcomes out of the total number of
mutational events, is difficult to assess mainly for two reasons: differences in environmental
conditions and in ancestral genotypes. Furthermore, complex organisms like bacteria are
characterized by interconnected cellular functions, each one involving a large number of
genes. It is also not known quantitatively what level of genetic parallelism underlies
phenotypic parallel changes in a single cellular function. On one extreme, every single gene
involved in that cell function could be the target of natural selection, whereas on the other
extreme, only a few genes regulating that function could be modified through mutational
events. This kind of data may provide invaluable insights into both the molecular mechanisms
underlying evolutionary processes, and protein function evolution. Targeting genes involved
in the control of DNA superhelicity, we found an exceptional level of genetic parallelism.
Hence, 16 out of the 27 identified mutations (about 60%) affected the three genes topA, fis
and dusB, which represent only 20% of the sequencing effort. The other 11 mutations are
located in the remaining 80% of the sequences, including 10 point mutations found in the 4
populations that have evolved mutator phenotypes. Both statistical and experimental data [41]
allowed us to show that mutated alleles identified in these loci represent bona fide fitness-

enhancing mutations. This high level of genetic parallelism was not detected at the sequence
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level, since different mutations in topA, fis or dusB were found in the different populations
(Table 1). To the best of our knowledge, only two previous studies quantified the level of
genetic parallelism using experimental evolution strategies. Our data are in marked contrast
with the parallelism level detected in the first milestone study where independent populations
of the ®X174 bacteriophage were propagated on a new host [76]. In that particular case,
parallelism was detected even at the level of nucleotide changes in the different evolving
populations. Hence, about half of the substitutions were identical. The second study used the
same experimental evolution strategy as in this work [56]. However, instead of measuring the
genetic parallelism of a single cellular function known to be involved in increased fitness like
the DNA supercoiling in our work, they sequenced 4 loci on the basis that Insertion
Sequence-associated mutations had previously been detected in those loci in a single evolving
population [54—56]. They also found a high genetic parallelism, at the gene level but not at the
sequence level, supporting our data. However, no molecular analyses of the different
mutations were performed and it was suggested that the discrepancies between the viral and
bacterial organisms may reflect differences in genome size and complexity [56]. Another way
to reconcile both set of data, still related to differences in genome organization, would be to
hypothesize that divergent mutations in genes under positive selection may lead to parallel
molecular outcomes. We focused on different mutations affecting fis in four different
populations. All regulatory levels of the fis genes were affected by these four mutations:
transcription in the Ara+1 population, translation in Ara-1 and protein activity in both Ara-3
and Ara-4. Both Ara+1 and Ara-1 evolved alleles led to a decreased amount of Fis protein in
the cell (Figure 1B), whereas both Ara-3 and Ara-4 alleles decreased the DNA binding
activity of the Fis protein (Figure 2). Therefore, even if all these evolved alleles are divergent
in nature, they all lead to parallel molecular outcomes, as was observed with the ®X174
bacteriophage. This may also be the case for the four loci studied by Woods et al. [56]. The
crystal structure of the Fis protein revealed that each monomer of the Fis dimer is constituted
by four a-helices called A to D [66]. The Ara-4 evolved allele is an A residue insertion,
leading to a change in the C-terminal part of the protein. Each monomer is therefore a 103
amino-acid protein, instead of 98. The evolved protein has therefore a modified helix D,
which, together with helix C, carries the DNA binding helix-turn-helix motif. Also, the helix
D inserts into the DNA major groove [66] and the R85, T87, R89, K90 and K93 are involved
in DNA interaction. This may explain the reduced DNA binding activity of the Ara-4 evolved
protein. In particular the Y95 residue, which is lost in the population Ara-4 participates in van

der Waals interactions with residue L63 and they are known to be crucial in configuring the
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helix-turn-helix motif in proper orientation [66]. The Ara-3 allele leads to the substitution of
the Y51 residue by a S residue. The Y51 residue is located at the beginning of helix B, which
comprises amino-acid residues 50 to 70. The N-terminus of each helix B is hydrogen-bounded
to the C-terminus of helix C’ from the opposite subunit, the four helices B, C’, B’ and C
therefore defining a platform right at the middle of the Fis molecule. In particular, among four
main chain hydrogen bonds connecting helices B’ and C, the Y51 of one monomer makes
contact with the M81 of the other monomer. In addition, the Y51 residue of one helix B also
established side chain hydrogen bonds with ES9 and K91 residues of helices B’ and D’ of the
other subunit [66], thus being involved in the dimerization of Fis. The Y51 residue is therefore
an important part of a hydrogen-bounded network, involved both in maintaining the HTH
DNA-binding motif in proper conformation and in allowing Fis dimerization. The substitution
of the Y residue for a S probably alters this interaction network, leading to the decrease of
DNA binding activity of the evolved Y51S protein. However, we cannot rule out the
possibility that it alters Fis dimerization, thereby indirectly reducing DNA binding. The
crystal structure of Fis clearly demonstrated that mutations affecting helices C or D, or their
interactions with helix B, decrease or eliminate binding to DNA [66]. By contrast, the two
other fis evolved alleles did not alter the activity of the protein, but reduced its amount, either
by affecting the promoter [65] thereby reducing transcription in population Ara+1, or by
affecting the RBS element in population Ara-1. In this later case, the A to C mutation reduced
the complementarity between the translational initiation region of fis mRNA and the 3’ end of
16S rRNA [77].

The benefit linked to an increase of DNA supercoiling may be related to optimized
transcription from the promoters synthesizing stable RNAs [41], which is known to be strictly
dependent upon a high negative superhelicity [78,79]. In the evolution experiment, the cells
have substantially improved their growth-rate [50,80], and increased rRNA synthesis may
therefore be beneficial. A decrease of Fis levels or activity may therefore at first glance be
contradictory, since Fis is an activator of the transcription of rRNA operons [71]. However,
removing Fis in vivo do not lead to any effect on rRNA synthesis because of a compensatory
mechanism involving an increase in DNA superhelicity [81]. Moreover, the exceptional levels
of molecular and genetic parallelism, characterized by discovering positively-selected
mutations in only a subset of the DNA topology-related genes, may suggest that their benefit
could be linked to specific functions of these genes, and not just by any type of DNA
supercoiling increase. In that sense, the fis evolved alleles may give crucial information about

the molecular mechanisms underlying organismal performance.
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The histone-like protein Fis is known to bind DNA both specifically to high-affinity
sites and non-specifically. Moreover, Fis binding sites differ by their relative affinities for Fis
[28,70]. Fis binding results in the formation and stabilization of DNA loops [21,29,82,83]. At
the global level, these loop-forming activities are suggested to be involved in Fis being a
topological barrier helping the structuration of the entire chromosome [22]. At a more local
DNA level, Fis binding to high-affinity sites, often arranged in helical phase, results in
strongly bent DNA structures and again formation of loops, thereby locally increasing DNA
superhelicity which is required for transcription of some genes like rRNA operons [28]. Fis
was therefore suggested to act as a local topological homeostat to preserve intermediately
supercoiled forms of DNA, protecting them from global DNA supercoiling fluctuations [84].
Therefore, Fis has marked effects on global gene transcription either by directly regulating
genes through upstream local binding or by an indirect global effect by binding non-
specifically to DNA and organizing the chromosome into topological domains known to
influence transcription [1]. All positively-selected mutations in fis in the evolution experiment
resulted in decreased amount or activity of Fis. This may have pronounced effects on both
global gene transcription and chromosomal organization and our future work will address
these questions. On one hand, the decrease of Fis concentration or activity may lead to the
loss of regulation of some genes with weak Fis-affinity binding sites. On the other hand, it
was shown to lead to a decrease of the number of topological domains in the chromosome
[22], which will alter transcription of at least the genes known to be susceptible to the level of
DNA supercoiling [10]. The fis evolved alleles may therefore adjust and enhance bacterial
growth in the evolution experiments by combined global and local effects on the overall
expression and structural pattern of the E. coli chromosome.

During the course of our work, we discovered a new gene under positive selection,
repeatedly affected by mutations in many of the 12 populations. This gene is dusB, encoding
one of the three dihydrouridine synthases in E. coli [63]. It is particularly intriguing that dusB
is forming an operon structure with fis. Although the precise biochemical and physiological
roles of dusB is currently unknown, our statistical sequence analyses of the topology-related
genes suggested to us that both dusB and fis functions may be related. Hence, both genes
show maximally uniform distribution, each harbouring single mutations in 5 independent
populations, thereby leading to 10 populations with exactly one mutation in either fis or dusB.
This distribution was shown to be statistically different from a random Poisson distribution
(p=0.0039), and a significant negative association is suggested between both genes. This

confirmed a previous study which suggested a functional link between dusB and fis by
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performing a phylogenetic analysis of Fis and DusB proteins [85]. Multiple sequence
alignments between different y-proteobacterial Fis proteins and a and y-proteobacterial NtrC
proteins showed that Fis derives from the C-terminal DNA-binding domain of the NtrC
protein from a-proteobacteria. Moreover, DusB has strong homology with NifR3, encoded by
a gene lying in the same operon as ntrC in several a-proteobacteria. The sequence analyses
suggest that the dusB-fis operon resulted from a rearrangement event that was acquired by
horizontal transfer by a lineage ancestral to the y-proteobacteria [85]. The two genes later
diverged to their present functions inside y-proteobacteria. These data were suggested to
provide evidence for a functional interaction between both proteins to “carry out an as yet
unknown function”. Hence, co-regulation within an operon structure is often considered as
important to insure related functions. This previous study was performed in 1998 with only 20
to 30 proteins used for alignments. Based on our data, we decided to revisit and refine these
sequence alignments by analysing the fis and dusB sequences in 323 bacteria with available
genome sequences (Table 5). Four major trends can be observed. First, high occurrence of the
dusB-fis operon was detected in both y-proteobacteria, where it was found in 67% (53/79) of
the available genomes, and B-proteobacteria where 95.6% (22/23) of the available genomes
carry the operon. Second, only few occurrences were detected in both a-proteobacteria (1/46)
and d&-proteobacteria (1/11). Third, inside y- and B-proteobacterial groups, absence of the
dusB-fis operon structure can be observed for 26 and 1 bacteria respectively, with only 7 cases
of absence of fis (6 in y-proteobacteria and 1 in B-proteobacteria). Fourth, the fis gene was
never detected outside the proteobacteria. All these observations allow three major
conclusions. First, while the phylogenetic analyses performed previously suggested that the
dusB-fis operon was ancestral to the Enterobacteriaceae and Pasteurellaceae [85], our data
suggest that it was actually ancestral to the split between y- and B-proteobacteria. The E. coli
O157:H7 was recently shown to have diverged from the B and K12 ancestor about 1.8 million
years ago [86], while E. coli and Salmonella enterica species diverged for about 160 million
years [87]. The split between - and y-proteobacteria is therefore much more ancient, giving
enough evolutionary time for evolution of the DusB and Fis functions. Second, we proposed
that the absence of the operon in y-proteobacteria results from further protein function
evolution. In some cases, the selective pressure for the related function between DusB and Fis
may have been reduced, resulting to the loss of the operon structure. For example,
endosymbiotic bacteria of the Enterobacteriaceae do not show the dusB-fis operon (Table 5),
and this may be linked to their specialized life conditions which is well known to lead to gene

loss events [88]. Hence, their narrow ecological niches have resulted in reduced selective
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constraint on gene function. In some cases, like in the Xanthomonadaceae, a new gene,
encoding a protein with unknown function, is present upstream fis in all representative
bacteria of the group. This new operon may have resulted from an event similar to the one
that generated the dusB-fis operon. We suggest that the protein encoded by this gene may
have a function related to fis in the Xanthomonadaceae. Third, the occurrence of the dusB-fis
operon in only rare cases in o and d-proteobacteria may indicate either acquisition through

horizontal transfer or loss of the operon structure in other members of that group.

The high level of parallel phenotypic DNA supercoiling increase was observed in all
populations, except two. Artificially increasing DNA supercoiling in one evolved clone
isolated from one of these populations, by introducing a fitness-enhancing and DNA
supercoiling-increasing mutation from our model population, resulted in the exact similar
phenotypes. This first suggests that we did not miss any mutation in DNA topology-related
genes not sequenced in our analysis. Furthermore, it suggests that the absence of DNA
supercoiling alterations in those populations do not result from historical contingency, i.e.
from the substitution of previous mutations that may have either antagonize or neutralize later
DNA topology-related mutations. More likely, it reflects the absence of substitution of
mutations affecting DNA supercoiling. Hence, only 1% of the cells are transferred each day to
fresh medium in the evolution experiment, and most beneficial mutations are therefore lost
during this process.

Finally, a total of 10 different genes or operons have been shown to be targets of
selection in this evolution experiment, based either on competition assays using isogenic
strains: rbs [53], spoT [52], topA and fis [41], and malT [51], or on sequence analyses: pykF,
nadR, pbpA-rodA, hokB-sokB [56], and dusB (this work). Among these loci, spoT, fis, topA
and dusB affect two of the major regulatory networks in the cell: DNA supercoiling and the
stringent response [1,89]. Both regulatory networks coordinate global gene expression to
allow bacterial cells to cope with various stresses. Any alteration, positive or negative for
bacterial fitness, is therefore expected to yield many pleiotropic effects. It is therefore highly
unlikely that all the changes resulting from the spoT, fis, topA and dusB evolved alleles will
confer increased fitness. Most probably, the average effects of all pleiotropic changes are
beneficial, but these mutations may also yield potentially neutral and harmful side effects.
One of the possibilities for further evolution of the cells would then be to reverse these side
effects. It would therefore be extremely informative to analyze at the molecular levels all

evolutionary steps along the adaptive pathway of a population. In our model population Ara-
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1, 9 of these previously cited loci were shown to be altered and the precise order of mutation
substitution has been documented (unpublished data). To relate the beneficial changes and the
changes in gene expression to the successively substituted mutational alterations, the entire
evolutionary history of the population can now be constructed by introducing successively,
and in their precise substitution order, the different beneficial mutations into the ancestral
background. Such an analysis would also give invaluable insights into the interconnected

dynamics between regulatory networks.
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Materials and Methods

The long-term evolution experiment. The long-term evolution experiment is described in
details elsewhere [44]. In brief, 12 populations were founded using an E. coli B clone as the
ancestor [45,90] and then propagated by serial daily transfers at 37°C for 20,000 generations
(3,000 days) in the same Davis minimal medium supplemented with glucose at 25 mg/mL
(DM25) [42]. Each day, after 24 h incubation, cells were diluted 100-fold into fresh medium,
the population size fluctuating daily between about 5.10° and 5.10° cells. The source ancestral
strain, REL606, cannot grow on arabinose (Ara-) and was used to initiate 6 populations,
called Ara-1 to Ara-6, whereas the other 6 populations called Ara+1 to Ara+6, were started
with a spontaneous Ara+ revertant of the source strain, called REL607. The Ara phenotype is

used as a selectively neutral marker in competition experiments [42].

Strains, plasmids and culture conditions. All single evolved clones used in this study have
been isolated either at generation 20,000 (for sequence analyses) or at generation 2,000 (for
gene allele exchange experiments) from each of the 12 populations [43], and have been stored
as glycerol suspensions at -80°C. Isogenic ancestral strains, except for topA and fis, were
previously constructed [41] using the suicide-plasmid pKO3 [91] and were used in this study :
606" is the ancestral REL606 strain bearing the beneficial evolved topA allele identified in
population Ara-1 [41]; 606" and 606*™ are ancestral REL606 strains bearing respectively
the beneficial evolved fis allele previously identified in population Ara™ and an in-frame fis
deletion allele. Strains TOP10 (Invitrogen, San Diego) and JM109 [92] were used for DNA
cloning experiments.

We used plasmids pUC18 [92] for DNA supercoiling measurements, pKO3 [91] for allele
replacements, and pCRII-Topo (Invitrogen, San Diego) for cloning experiments. Two
plasmids, pKG13 and pKK223-3 [69] were used to address the DNA binding activity of
ancestral and evolved Fis proteins.

All experiments were performed by growing strains either in the same DM25 medium that
was used in the evolution experiment [42], or in rich Luria Broth (LB) medium [93].
Ampicillin (100 pg/mL), chloramphenicol (30 pg/mL), or kanamycin (50 pg/mL) were added

as needed.
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Sequencing. Nine loci, encoding topoisomerases or histone-like proteins, were sequenced in
one evolved clone isolated at 20,000 generations from each of the 12 populations. In four
cases, the genes are located within operons and the whole operons were then sequenced. A
total of 17 genes were sequenced in each evolved clone. Table 6 lists the genes sequenced in
this study, as well as function of the gene products and number of base pairs sequenced. All
17 genes (23,102 bp) were sequenced in all 14 clones (12 evolved clones and both ancestors,
totaling 323,428 bp). Genomic DNA was prepared from each isolate using a boiling
technique. Cells from a single colony were transferred into 100 pL of sterile water, boiled for
10 min and stored at 4°C for subsequent experiments. Typically 30-60 ng of nucleic acid were
employed for PCR amplifications. Primers were designed using the Primer3 program
(http://www.genome.wi.mit.edu). Several primers pairs were used to amplify and sequence
the entire genes, each pair producing a PCR product between 500 and 750 bp in length. All
primers pairs designed for the 17 genes listed in Table 6 are available upon request to the
authors. All reactions were performed using Qiagen Taq polymerase in a Gene Amp 9700
thermocycler (PE biosystems, Foster City, USA), using the following program: 95°C for
5 min, 25 cycles at 95, 57, and 72°C for 45s each, and finally 72°C for 7min. The resulting
PCR products were visualized on 1%-agarose gels containing 5 ng/uL ethidium bromide to
determine the correct size and concentration. Amplified products were purified using a
QIAquick 8 PCR purification kit (Qiagen, Valencia, USA) following the manufacturer’s
instructions and sequencing reactions prepared for analysis on an ABI 377 automated
sequencer using the Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (ABI Applied Biosystems,
Foster City, USA). All PCR products were sequenced in both forward and reverse directions.
Sequencing reactions were purified using a 96-well filtration block (Edge Biosystems,
Gaithersburg, USA) following the manufacturer’s instructions. Sequencing results were
analyzed using Sequencher 3.1.1 (Gene Codes Corporation, Ann Arbor, USA). Polymorphic
sites were always confirmed by resequencing relevant regions twice with independent DNA
extractions and reanalyzing the sequence chromatogram using Sequencher 3.1.1.
Polymorphism was analyzed using the Molecular Evolutionary Analysis Package MEA
(Etsuko Moriyama, Yale University version 6/22/00), based on the algorithm of Nei and
Gojobori [94].

Construction of isogenic strains. Evolved fis alleles were introduced into the chromosome
of the ancestral strain REL606 by homologous recombination using suicide plasmid pKO3

[91], as described previously [41]. Briefly, the pKO3-derived plasmids containing the cloned
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fis evolved alleles were electrotransformed into the ancestor clone. Incubation at high
temperature on chloramphenicol-containing LB plates selects for integration of each evolved
allele into the ancestral fis gene. Chloramphenicol-resistant cells were then plated on sucrose-
containing LB plates selecting for plasmid loss, as the plasmid carries sacB, which renders
cells sensitive to killing by sucrose. Sucrose-resistant and chloramphenicol-sensitive plasmid-
free clones were screened for the presence of the evolved fis allele by a PCR-restriction
fragment length polymorphism (PCR-RFLP) approach using Alul and Ddel (Euromedex,
France) to distinguish between ancestral and evolved alleles in the case of the Ara+1 and Ara-
3 alleles, respectively. All constructed strains were also deconstructed such that the evolved
alleles were replaced by their ancestral counterparts, to confirm the absence of secondary
mutations during the construction process. These experiments allowed us to construct
isogenic ancestral strains, except for the fis alleles: 606" "and 606" are the ancestor
REL606-derived strains bearing the evolved Arat+1 and Ara-3 fis alleles, respectively. We
could however never obtain the ancestor bearing the evolved Ara-4 fis allele, despite
numerous attempts.

The same suicide plasmid-based strategy was used to recombine the evolved topA allele that
was identified in population Ara-1 [41] into the chromosome of an evolved clone, called
1158C, isolated from Ara+1 population at 2,000 generations. The 1158C clone contains the
ancestral topA allele, which was therefore replaced by the evolved Ara-1 topA allele, leading
to strain 1158C"°P*!. Handling of the Ara-1 topA allele for construction experiments is

described in [41].

Fitness assays. The relative fitness of two strains was estimated by directly competing them,
as described elsewhere [S1]. Briefly, isogenic strains were competed against the ancestor
carrying the opposite arabinose marker. Each pairwise competition was replicated 6-fold.
Competitions were performed in DM25, the same medium used for the evolution experiment,
for 1 day. Fitness assays thus encompass all phases of population growth that occurred in the
evolution experiment (lag, exponential and stationary phases). Immediately before each assay,
both competitors were separately acclimated to the same conditions and then transferred
together from stationary phase cultures into fresh medium (with 1:200 dilution each and thus
1:100 combined). Samples of the competition assays were taken immediately after mixing at
day 0 and again after 1 day of competition to measure the abundance of both competitors. At
time of sampling, all cells are in stationary phase (24 h after the previous transfer). Knowing

the initial and final cell counts and the dilution factors allows one to calculate the realized
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(net) population growth of each competitor. Fitness was then calculated as the ratio of the
realized growth rates of the two strains during their direct competition, and t-tests were
performed to evaluate whether the measured fitness values differed significantly from the null

hypothetical value of one.

DNA superhelicity measurements. Topological changes were measured by the relative
abundance of different topoisomers of a reporter plasmid, as described previously [41].
Briefly, the pUC18 plasmid was introduced by electrotransformation in the strains of interest.
After growing cells in LB-ampicillin media to an ODgyonm= 2, plasmids were extracted
(Qiagen Qiaprep Spin Miniprep kit), quantified and 200 ng were loaded onto 1%-agarose gels
containing 1.5 pg/mL chloroquine. The gels were run overnight at 4°C at 3 V/cm. The gels
were washed in water to remove chloroquine and visualized under UV light after ethidium
bromide staining. Under these conditions, more highly supercoiled topoisomers migrate faster
[5]. Densitometric analyses were performed using the Image Gauge software (Fujifilm) to
obtain the average topoisomer value for each clone from the overall relative abundance of all
plasmid topoisomers. The level of DNA supercoiling was estimated by mean sigma values
o = ALk/Lky, where ALk is the difference in the linking number (i.e. difference in average
topoisomer value) between two clones and Lk, for pUC18 is 2,686 bp / 10.45 bp / turn = 257.
Values for ¢ are usually expressed relative to the mid-point topoisomer of plasmid that was
completely relaxed by using calf-thymus topoisomerase I and assigned ¢ = 0. Comparing the
topoisomer distribution of plasmid DNA from the ancestor with the completely relaxed
plasmid control yielded an estimate of ¢ =-0.066. The ¢ value for each evolved clone and
isogenic construct were compared to that of the ancestor, allowing a precise quantitative
comparison of the distribution of plasmid topoisomers between each clone and the ancestor

[41].

Electrophoresis and immunoblot analysis of proteins. Triplicate cultures of the ancestor
strains bearing the different fis alleles and evolved clones sampled at 20,000 generations of
evolution from the Ara-1, Ara-3, Ara-4 and Ara+1 populations were grown in LB medium at
37°C, and aliquots were sampled during exponential phase after 1.5 h of incubation. After
centrifugation, cells were resuspended in lysis buffer (70 mM Tris pH7.4, 1 mM EDTA,
1 mM DTT, 10% glycerol) before sonication. Lysates were centrifuged at 10,000 g for 30 min

at 4°C, and total protein concentrations were determined using the Bradford protein assay kit
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(Bio-Rad) and bovine serum albumin as a standard. Equal amounts of proteins were loaded on
16% SDS-polyacrylamide gels, separated by electrophoresis and electrotransferred (Bio-rad)
on nitrocellulose membranes (Amersham Pharmacia). Prestained protein standards
(Euromedex, France) were used for molecular weight estimation. Immunoblot analyses were
performed with antibodies raised against Fis (courtesy of A. Ishihama, Nippon Institute for
Biological Sciences, Japan) and RpoA (courtesy of M. Cashel, National Institute of Health,
USA) and developed using the ECL plus Western Blotting Detection System kit (Amersham

Pharmacia).

Transcriptional fusions and p-galactosidase assays. Ancestral and evolved Ara+1 fis
promoter alleles were PCR amplified from positions -241 to +84 relative to the +1 dusB
transcription start site [64] using primers (fisEcoRI 5’-cacgtaatttgccgaattcttacgcaaatt-3’ and
fisBamHI 5’-ccatgggcgctgggatccaggegatttctg-3’). The primers were designed to contain
EcoRI and BamHI restriction sites (underlined in the sequence). Both 325 bp-products were
cloned into the pRS551 plasmid, upstream of the lacZ reporter gene encoding [-galactosidase
[68]. This generates plasmid transcriptional fusions with each of the ancestral and evolved
promoters directing transcription of lacZ. These transcriptional fusions were transferred onto
L bacteriophage DNA by recombination, using ARS45 as described [68]. Both ARS45
derivatives were introduced into the A att site of the chromosome of REL606. For both
fusions, the sequences of the fis promoters were verified and single lysogeny of fusion-
carrying A phages was checked by a previously described PCR method [95].

For B-galactosidase assays, cultures were performed in kanamycin-containing LB media, and
samples were taken at different times during growth. The B-galactosidase specific activities
were assayed by use of 0-nitrophenyl B-D-galactopyranoside (ONPQG) as a substrate and were
calculated in nanokatals per milligram (nanomoles of ONPG transformed per second per
milligram of cellular proteins, nkat/mg). The amount of total cellular proteins was quantified
using the Bradford Protein Assay kit (Bio-Rad). All reported activity values are the average of

three independent experiments.

Fis purifications. Two of the mutations identified in fis in the evolving populations affect its
coding sequence. We purified both evolved Fis proteins together with the ancestral protein,
according to a previously described protocol [70]. The three fis alleles were cloned in the
pET41 expression vector and overexpressed in BL21(DE3) cells (Novagen). Plasmid-carrying

cells were grown in 250 mL LB containing kanamycin at 37°C up to an ODggonm 0f 0.6 to 0.8,
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and Fis expression was induced with 0.8mM of isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside
(IPTG) for 4h. After centrifugation, pellets were washed and resuspended in extraction buffer
(70 mM Tris pH7.4, 1 M NaCl, 10% glycerol). After lysis with a French Press (1000 psi,
Thermo Spectroni, Rochester, USA), the lysates were centrifugated 15 min at 5,000 g and
sonicated for 1 min on ice. DNA was removed by the addition of 0.35% of polyethylenimine
(Sigma) and the precipitate was eliminated by centrifugation at 100,000 g for 1 h. Remaining
PEI was eliminated by incubation in 0.2 volume activated phosphocellulose (P11, Whatman).
The lysates were then dialyzed into FB (20 mM Tris pH7.5, 1 mM EDTA, 300 mM NaCl,
10% glycerol) and passed through an SP sepharose High Trap column (Amersham)
equilibrated with the same buffer. Fis was eluted with a linear gradient from 0.3 to 0.7 M
NaCl in FB. Fis concentrations were determined with the Bradford Protein Assay reagent

using bovine serum albumin as a standard.

DNA labelling. Three promoters known to contain Fis-binding sites were analyzed : 1) a
fragment with the fis promoter extending from positions -215 to +58 was PCR-amplified
using primers ODS234 (5’-cgcaaatttgcgtgecaaaatt-3”) and ODS435 (5°-tgagctgatattgctcgatg-
37); ii) a fragment with the rrnB P1 promoter, extending from position -210 to +56 [96] was
PCR-amplified using primers ODS436 (5’-aacatgaagccceggatgea-3’) and ODS437 (5°-
tctcaggagaaccecget-3°); iil) a fragment with the proP promoters, extending from positions -
114 to +197 [97] was PCR-amplified using primers ODS438 (5’-ctcgaggaaatcttctctgt-3”) and
ODS439 (5’-tttecttttcageatagettt-3). All positions are given with respect to corresponding +1
transcription start sites. In each case, prior to the PCR reactions, the forward primer was
labelled with y->*P-dATP (6000Ci/mmol, ICN) using T4 polynucleotide kinase according to
the manufacturer’s recommendations (Euromedex, France). Labelled fragments were then

purified by a column purification procedure using the PCR Purification kit (Qiagen).

Electromobility shift assays. Binding reactions were performed by incubating < 5 fmol
(0.6 nM) of the labelled DNA fragments with various amounts (0 to 40 nM) of purified Fis
protein in a 15 puL solution containing 20 mM Tris pH7.5, 1 mM EDTA pHS, 80 mM NacCl,
4% glycerol, 0.5 mM DTT, 0.5 mg/mL BSA and 10 pg/mL of sonicated herring sperm DNA.
After 20 min of incubation at 37°C, 5 uL of loading buffer (0.08% bromophenol blue in 50%
sucrose) were added and samples were electrophoresed on 5% polyacrylamide gels (19:1) in
0.5 X Tris-Borate EDTA buffer. The gels were then dried, exposed to Fujifilm Imaging Plates
and revealed on a FLA8000 scanner (Fujifilm). The percentage of bound DNA was quantified

27



with the Image Gauge software (Fujifilm). Three types of control were performed. First, a 5-
to 1000-fold excess of cold DNA fragments were added to the binding mixtures. The DNA
fragments consist in either a 30 bp-oligonucleotide containing a consensus Fis binding site or
the same oligonucleotide but with a mutated Fis site. A supershift assay was also performed

by adding the antibody raised against Fis to the binding reactions.
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Figure legend

Figure 1. The fis Mutations Substituted in the Evolving Populations

(A) The structure of the dusB-fis operon is shown. The -35 and -10 elements of the promoter
[64] are indicated by black boxes, and both coding sequences by white rectangles. The
direction and initiation site of transcription are shown by a broken arrow. The 10 mutations
substituted in the evolution experiment are indicated both by their localization (arrows) and
by the name of the evolving population in which they arose. (B) Immunodetection of the Fis
protein in a set of isogenic ancestral strains and in evolved clones. Proteins were extracted in
early exponential phase after 1.5 h of growth in LB medium for each of 9 strains: ancestral
strains with the ancestral, Ara-1, Ara+1, Ara-3 or in-frame deletion fis alleles; a 20,000-
generation evolved clone isolated from each of the Ara-1, Ara+l, Ara-3 and Ara-4
populations. 606 is the REL606 ancestor strain. Each fis evolved allele (-1, +1, -3) gave
similar results in both ancestral and evolved backgrounds and a typical result is given here. -4
is the 20,000-generation evolved clone isolated from population Ara-4. The strain containing
an in-frame fis deletion (delta) was used as a control. The anti-RpoA is the internal control
antibody to check for equivalent protein amounts loaded in each well. The results shown here
represent typical data from one of three experiments. (C) Single-copy lacZ fusions were
constructed in the chromosome of the REL606 ancestor with either the ancestral fis promoter
(606ﬁSP) or the evolved Ara+1 fis promoter (606ﬁs+1p). Cultures of both strains were grown in
kanamycin-containing LB medium and B-galactosidase specific activities, expressed as
nkat/mg of total protein, were measured from samples isolated during exponential phase
(ODgoonm=0.2, 1 h of growth), transition to stationary phase (ODgoonm=1, 2.5 h of growth), and
stationary phase (ODgoonm=4 to 5, 6 h of growth). The data are based on three independent

experiments.
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Figure 2. DNA Binding of Ancestral and Evolved Fis Proteins

(A) Binding of the Fis ancestral (Fis Anc), Ara-3 evolved (Fis-3) and Ara-4 evolved (Fis-4)
proteins to the fisP (top), rrnBP1 (middle), and proP P1 and P2 (bottom) promoter regions in
vitro. The interaction of the Fis proteins with the transcription regulatory regions was assessed
by electrophoretic mobility shift assays. The regulatory sequences were amplified by PCR,
with radiolabelled primers, and incubated with increasing concentrations of purified Fis
proteins (given in nM) and the complexes were electrophoresed. Free (F) and Fis-bound (B)
DNA bands are indicated. Note the different amounts of protein used for the different fis
alleles. (B) Quantitation of bound DNA. The intensities of the free and bound DNA bands
were measured using Image Gauge software (Fujifilm), and the percentage of bound DNA is
plotted against Fis concentration (in nM). All experiments were repeated three times and
typical curves for each of the three Fis proteins (Fis Anc, Fis-3, Fis-4) using the fisP promoter
are shown. (C) Dissociation constants (in nM), calculated from the curves in (B) as the
amount of Fis yielding half retardation in the electromobility shift assays in (A), are given for

each of the three proteins with each of the three promoters.

Figure 3. DNA Supercoiling and Fitness Effects of a topA Evolved Allele in Different
Genetic Contexts

(A) DNA supercoiling levels were measured using a reporter plasmid in five different genetic
backgrounds. 606 is the REL606 ancestor of the evolution experiment (bearing the topA
ancestral allele); 606! is REL606 with the topA evolved allele found in population Ara-1
[41]; 1164 is a 2,000-generation clone from population Ara-1 with the topA evolved allele;
1158C is a 2,000-generation clone isolated from population Ara+l carrying the ancestral
allele; 1158C™P*" is the same evolved clone from Ara+l population but in which we
introduced the topA evolved allele from population Ara-1. (B) Fitness effects of a topology-
related gene (topA) evolved allele, moved into the ancestral or evolved Ara+1 genetic
backgrounds. Competitions were performed in the same medium used in the long-term
evolution experiment. Errors bars are 95% confidence intervals based on 6 replicate
competition assays for each genotype. The genotypes are the same as in (A), with 607 being
the Ara+ ancestor counterpart of REL606. The competition between 606 and 607 leads to a
fitness of 1, showing the absence of discernible effect of the arabinose marker on fitness in

these competitions.
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Table 1. Mutations Found in 12 Evolving Populations after 20,000 Generations of Evolution
among the Topology-Related Genes

Population® Gene Nucleotide Position® Mutation Amino Acid Change
Ara-1 fis -4 AtoC NA® (RBS)°
topA +97 CtoT H33toY
Ara-2 (M) topB +628 CtoT D210to N
ydjA (topB locus) +270 GtoA no change
ydjA (topB locus) +15 TtoC no change
topA +1012 TtoC Y338 toH
topA +1526 Ato G Y509to C
Ara-3 fis +152 AtoC Y5110 S
topA +2315 CtoA T792 to K
Ara-4 (M) fis +177 +A CTD change
Ara-5 topA -112 GtoT NA° (promoter)®
topA +599 CtoA A200to E
Ara-6 dusB (fis locus) +899 Gto A A302to T
Ara+1 fis 63 Tto G NA° (promoter)®
Ara+2 fis +329 CtoA NA° (downstream)
Ara+3 (M) dusB (fis locus) +927 GtoA no change
parC +460 Gto A P154 to S
Ara+4 dusB (fis locus) +927 +9bp + ALE after E314
dps +143 IS1 insertion NA°
Ara+5 dusB (fis locus) +934 GtoA A315t0 T
Ara+6 (M) dusB (fis locus) +904 Tto G F300to C
selD (topB locus) +960 TtoG no change
yqiB (parE locus) +134 TtoG Y4510 S
yqiA (parE locus) +251 AtoC L84 to R
hns -89 AtoC NA° (promoter)®
gyrA +1925 TtoG Q657 toH
gyrB +1971 Tto G E662 to A

@ Populations showing a mutator phenotype [47,48] are indicated by (M).
® Nucleotide positions are given relative to the first position of the translational start codon of the
corresponding gene.
° NA: Not Applicable.
¢ Mutation within the Ribosome Binding Site.

¢ Mutation within the promoter region.

"The nucleotide position is given relative to the first position of the translational start codon of dusB.
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Table 2. Number of Mutations in Random and Topology-Related Genes in 12 E. coli
Populations that Evolved for 20,000 Generations

Random Genes Topology-Related Genes
(18,374 bp total) (23,102 bp total)
Population No. of mutations  Rate per 1000 bp  No. of mutations  Rate per 1000 bp

Ara-1 0 0.000 2 0.087
Ara-2 (M) 0 0.000 5 0.216
Ara-3 0 0.000 2 0.087
Ara-4 (M) 3 0.163 1 0.043
Ara-5 0 0.000 2 0.087
Ara-6 0 0.000 1 0.043
Ara+1 0 0.000 1 0.043
Ara+2 0 0.000 1 0.043
Ara+3 (M) 1 0.054 2 0.087
Ara+4 0 0.000 2 0.087
Ara+5 0 0.000 1 0.043
Ara+6 (M) 2 0.109 7 0.303

Topology-related genes include regulatory regions as well as other ORFs found in the same loci.
Populations Ara-2, Ara-4, Ara+3, and Ara+6 became mutators (M), while the others kept the low
ancestral mutation rate.

Table 3. Candidate Topology and Random Genes Differ in Relative
Abundance of Synonymous and Non-Synonymous Mutations

Genes Synonymous Non-Synonymous
topA, fis, dusB 1 11
random genes 3 3

Table 4. Candidate Topology and Random Genes Differ in Relative
Abundance of Point Mutations in Mutator and Non-Mutator
Populations.

Genes Mutator Non-Mutator
topA, fis, dusB 4 10
random genes 6 0
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Table 5 : The dusB-fis Operon in Genome-Sequenced Bacteria

Bacteria Total (1ufsiI53 fis dusB N?}g‘}fiSSB’

y-proteobacteria Alteromonadales 6 0 0 0
Chromatiales 18 0 0

Enterobacteriales endosymbiont 7 3° 0 4

others 24 24 0 0 0

Legionellales Coxiellaceae 0 1° 0 0

Legionellaceae 3 0 3 0 0

S e T

Pseudomonadales  Moraxellaceae 3 0 3% 0 0
Pseudomonadaceae 8 8 0 0 0

Thiotrichales Francisellaceae 2 0 0 2 0

Piscirickettsiaceae 1 1 0 0 0

Xanthomonadales 8 0 8 0 0

Unclassified® 1 0 0 0 1

Total y-proteobacteria 79 53 19 2 5
a-proteobacteria 46 1" 0 45 0
B-proteobacteria 23 22 0 1 0
O-proteobacteria 11 1 1! 0
e-proteobacteria 8 0 0
Others 156 129 27

The number of each genome within each bacterial group where both fis and dusB, only fis, only dusB

and neither gene were detected, is shown.

@ L11 methyltransferase-encoding gene upstream fis.

® 2 with RIuCD (pseudo-uridine synthase for 23S rRNA)-encoding gene upstream fis.

° dusB far away.
43 fis genes.

¢ 2 with L11 methyltransferase-encoding gene upstream fis and one with Xanthomonadaceae-like

Protein-encoding gene.

7 with dusB far away, 1 without dusB. All with same protein-encoding gene upstream fis.

9 Baumannia.
" Zymomonas mobilis ZM4.
' Presence of nifR3.

I dusB far away, protein NrdG (organic radical activating enzyme)-encoding gene upstream fis.
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Table 6. The 17 Genes Sequenced in this Study (23,102bp in total)

Gene (upstream ORF) Number of bp sequenced Function Reference
dps 802 Histone-like protein [98]
fis (dusB) 1,695 Histone-like protein [30]
gyrA 2,774 Gyrase subunit A [16]
gyrB 2,673 Gyrase subunit B [16]
hns 1,160 Histone-like protein [99]
parC (ygiS) 2,599 Topoisomerase IV subunit A [100]
parE (yqiA, icc, yqiB, yqiE) 4,652 Topoisomerase IV subunit B [100]
topA 2,905 Topoisomerase | [18]
topB (selD, ydjA) 3,842 Topoisomerase llI [16]
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